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ATP                        Adenosintriphosphat 
βc                            common β chain 
BSA                       Bovines Serumalbumin 
CBM                      Cytokine binding module 
C/EBP                    CCAAT enhancer binding protein 
CLC/NNT-1           cardiotrophin-like cytokine / novel neurotrophin-1 
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FCS                        fetal calf serum 
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γc                            common γ chain 
G-CSF                    granulocyte-colony stimulating factor 
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GM-CSF                granulocyte-macrophage-colony stimulating factor 
gp                           Glykoprotein 
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Grb                         growth hormone receptor binding protein 
h                             human 
Ig                            Immunglobulin 
IL                           Interleukin 
IFN                         Interferon 
IRF                         interferon regulatory factor 
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KSV-IL-6               Kaposi sarcoma associated human herpes virus 8 interleukin-6 
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MCSF                     macrophage-colony stimulating factor 
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OD                         optische Dichte 
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PDGF                     platelet-derived growth factor 
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PIAS3                     protein inhibitor of activated STAT3 
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PMSF                     Phenylmethylsulfonylfluorid 
Prl                           Prolaktin 
PVDF                     Polyvinyliden Difluorid 
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r                              rekombinant 
R                             Rezeptor 
Rm-IL-6                 Rhesus macaque rhadinovirus interleukin-6 
RT                          Raumtemperatur 
s                              soluble 
SCF                        stem cell factor 
SDS                        sodium dodecyl sulphate    
Sf                            Spodoptera frugiperda       
SH2                        Src homology 2 
Shc                         SH2-domain-containing α2-collagen-related 
SHP                        SH2-domain- containing tyrosine phosphatase 
SOCS                     suppressor of cytokine signalling 
Sos                         son of sevenless 
SSI                         STAT-induced STAT  inhibitor 
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STAT                     signal transducer and activator of transcription 
TEMED                 Tetramethylendiamin 
TF                           tissue factor 
TIMP                      tissue inhibitor of metalloproteinases 
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Tris                         Trishydroxymethylaminomethan 
Upm                       Umdrehungen pro Minute 
Vol                         Volumen 
wt                           Wildtyp 
XTT                       sodium3´-[1-(phenylamino-carbonyl)-3,4-tetrazolium]-bis-(4-methoxy-6-
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1 Einleitung 
 
1.1 Zytokine  
 
Die Koordination und Kommunikation zwischen den Zellen eines Organismus erfordert einen 
Austausch von Botenstoffen, zu denen Hormone, Wachstumsfaktoren und Zytokine gehören. Letztere 
werden unterteilt in Interleukine, Interferone, koloniestimulierende Faktoren und den 
Tumornekrosefaktor. Die Aufgaben der Zytokine erstrecken sich über regulatorische Funktionen im 
Bereich von Infektion und Immunantwort, der Hämatopoese sowie der Zellproliferation und –
differenzierung. Sie sind wichtige Mediatoren  des Akutphase-Geschehens und der Entzündung. Ihr 
Einfluss zeigt sich bei einer Vielzahl von lokalen und systemischen Erkrankungen bis hin zum 
Tumorwachstum. 
Kennzeichnend für die Effekte der Zytokine ist ihre Pleiotropie, d.h. die Eigenschaft, unterschiedliche 
Effekte bei verschiedenen Zelltypen hervorzurufen. Auf der anderen Seite ist ihre Wirkung redundant: 
ein und derselbe Effekt in einer Zelle kann durch verschiedene Zytokine ausgelöst werden. 
Zytokine zeigen in vielen Fällen im Gegensatz zu Hormonen eine auto- oder parakrine Wirkung. Aber 
auch systemische Effekte dieser Mediatoren sind bekannt. Beispielhaft sei hier auf die Induktion der 
Synthese von Akutphase Proteinen in Hepatozyten verwiesen.  
Die Freisetzung der Zytokine erfolgt überwiegend durch rasche Produktion und anschließende 
Sekretion auf einen Reiz hin, eine Speicherung der Moleküle ist von untergeordneter Bedeutung. Die 
Zielzelle besitzt spezifische Oberflächenrezeptoren für Zytokine, über die eine Antwort auf den 
Stimulus ausgelöst wird. 
Strukturell handelt es sich bei den Zytokinen um eine Gruppe von Polypeptiden, die meist eine N- 
oder O-Glycosylierung aufweisen und über ein relativ geringes Molekulargewicht verfügen. Die 
Zytokine der IL-6-Typ Familie IL-6, IL-11, CNTF, CT-1, LIF und OSM gehören alle zur Klasse der 
four-α-helix-bundle Zytokine (Bazan, 1990a). Sie zeichnen sich in der Tertiärstruktur des Proteins 
durch zwei parallele und zwei antiparallele Helices aus, die bildlich gesprochen dem Verlauf einer 
sogenannten „up-up-down-down“ Topologie folgen.      
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1.2 Zytokinrezeptoren 
 
Zytokinrezeptoren werden nach strukturellen und funktionellen Eigenschaften in Klasse I- und 
Klasse II- Rezeptoren unterteilt.  
Klasse I-Zytokinrezeptoren bestehen als Oberflächenrezeptoren aus der Extrazellulärregion, gefolgt 
von einem Transmembransegment und einem wenig homologen und strukturell noch nicht näher 
charakterisierten Intrazellulärbereich. Ihnen gemeinsam ist mindestens ein extrazellulär gelegenes 
Zytokin-bindendes-Modul (CBM) (Bazan, 1990b). Das CBM besteht aus zwei Fibronektin Typ-III 
Domänen, die je zwei β-sheets ausbilden. Die N-terminale Domäne enthält vier konservierte 
Cysteinreste, die C-terminale Domäne typischerweise eine Aminosäuresequenz in Form eines 
WSXWS-Motivs (X steht für eine nicht konservierte Aminosäure). Einige der zu dieser Klasse 
zählenden Rezeptoren wie der Wachstumshormon- oder der Prolaktin-Rezeptor verfügen über ein 
abgewandeltes WSXWS-Motiv (Bazan, 1990b). Darüberhinaus zeichnen sich die verschiedenen 
Klasse I-Rezeptoren durch unterschiedliche Komplexität ihrer extrazellulären Domänenarchitektur 
aus. Sie verfügen zum Teil über weitere Fibronektin Typ-III Domänen sowie Immunglobulin-ähnliche 
Domänen. Abb. 1 zeigt schematisch den Aufbau einiger wichtiger Zytokinrezeptoren. 
 
 
 
EpoR GHR
gp130G-CSFR IL-12R
TpoR
PrlR
 
Abb. 1 Schematische Darstellung einiger Zytokinrezeptoren 
Die Abbildung zeigt den Aufbau einiger Rezeptoren der Zytokinfamilie. Die Ig-ähnlichen Domänen sind gelb dargestellt, die 
Domänen der Zytokin-bindenden-Module (CBM) in hellblau sowie die FN-III Domänen in mittelblau. Die horizontalen 
Balken in einem CBM entsprechen einem WSXWS-Motiv, die dünnen Linien definieren die konservierten Cysteinreste. Der 
Transmembranregion folgt der intrazelluläre Rezeptoranteil (grau).  
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Zytokine sind in der Lage, durch Bindung an ihre Rezeptoruntereinheiten deren Oligomerisierung zu 
induzieren und somit einen signaltransduzierenden Komplex auszubilden. Je nach Zusammensetzung 
der Untereinheiten lassen sich die Rezeptorkomplexe der Klasse I-Zytokinrezeptoren in Homodimere 
und Heterooligomere unterteilen (Tab. 1) 
Im einfachsten Fall interagiert das Zytokin unmittelbar mit zwei gleichen Rezeptoren zur 
homodimeren signaltransduzierenden Rezeptoreinheit, wie für den GH/GHR-Komplex mittels 
Röntgenkristallographie nachgewiesen werden konnte (de Vos et al., 1992). Ein ähnlicher 
Mechanismus wird für den EpoR (Watowich et al., 1992) , GCSFR (Fukunaga et al., 1991), PrlR und 
LeptinR postuliert.  
Andere Signaltransduktionskomplexe stellen heterooligomere Einheiten dar. Hierbei existiert in den 
meisten Fällen eine α-Untereinheit, die für die Bindung des Liganden mit niedriger Affinität 
verantwortlich ist. Der entstandene Komlex interagiert nun mit ein oder mehreren weiteren 
Untereinheiten unter Ausbildung eines hochaffinen Komplexes, der zur Signaltransduktion befähigt 
ist. 
Beispiele für diese Art der Signaltransduktion in der Gruppe der Klasse I-Zytokinrezeptoren sind die 
common β chain (βc), common γ chain (γc) und gp130. Diese Rezeptorketten werden außerdem durch 
jeweils mehrere Zytokine genutzt. 
So signalisieren die sogenannten IL-2R-Zytokine (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 und IL-15) alle über die 
common γ chain (γc). Zudem verfügt der Rezeptorkomplex von IL-2 und IL-15 über eine weitere 
gemeinsame β-Untereinheit (Kondo et al., 1993; Noguchi et al., 1993). 
Die Zytokine IL-3, IL-5 und GM-CSF nutzen ebenfalls eine gemeinsame Untereinheit, die 
common β chain (βc) (Miyajima et al., 1992). 
Auf die signaltransduzierenden Komplexe des gp130 wird in Kapitel 1.3 eingegangen.  
 
Neben den Klasse I-Zytokinrezeptoren besteht die Gruppe der Klasse II-Rezeptoren aus den Ketten 
IFN-αR, IFN-βR, IFN-γR, IL-10R und TFR (Tab. 1). 
Gemeinsam ist dieser kleineren Gruppe von Rezeptoren ein Modul, das aus zwei FN-III Domänen 
besteht. Die erste dieser Domänen enthält ein konserviertes Merkmal aus 2 Tryptophan- und 2 
Cysteinresten, die andere einen charakteristischen disulfidverbrückten loop (Bazan, 1990a). 
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Klasse I 
 
Homodimere 
 
 
GHR, EpoR, GCSFR, PrlR, LeptinR 
  
Heterooligomere               mit γc 
 
 
IL-2Rα/β, IL-4R, IL-7R, IL-9R, IL-15R 
                                           
                                          mit βc 
 
 
GM-CSFR, IL-3R, IL-5R 
                                           
                                          mit gp130 
 
 
IL-6R, IL-11R, LIFR, OSMRβ, CNTFR, CT-1R 
 
Klasse II 
 
Heterodimere 
 
 
IFN-αR, IFN-βR, IFN-γR, IL-10R1/2, TFR 
 
 
Tab. 1   Hämatopoetische Zytokinrezeptor-Superfamilie 
Die große Familie der Zytokinrezeptoren wird unterteilt in Klasse I- und Klasse II-Rezeptoren. Innerhalb der Klassen 
unterscheidet man nach der Zusammensetzung der signaltransduzierenden Rezeptorkomplexe homodimerisierende sowie 
heteroligomerisierende Rezeptoren. 
 
 
 
1.3  Gp130 und seine Rezeptorkomplexe 
 
Gp130 stellt die gemeinsame signaltransduzierende Rezeptoruntereinheit der IL-6-Typ Zytokine dar. 
Die klassischen Mitglieder dieser Zytokinfamilie sind IL-6 (Taga et al., 1989), IL-11 (Paul et al., 
1990), CNTF (Stockli et al., 1989), LIF (Gearing et al., 1987), CT-1 (Pennica et al., 1995) und OSM 
(Malik et al., 1989). Inzwischen sind weitere Moleküle beschrieben, die gp130 als Rezeptorkette 
nutzen. Es handelt sich hierbei um das Kaposi sarcoma associated human herpes virus 8 interleukin-6 
(KSV-IL-6) (Neipel et al., 1997); Nicholas et al., 1997), das Rhesus macaque rhadinovirus 
interleukin-6 (Rm-IL-6) (Kaleeba et al., 1999) und das cardiotrophin-like cytokine/novel 
neurotrophin-1 (CLC/NNT-1) (Senaldi et al., 1999; Shi et al., 1999) .  
Wie in Kap.1.2 erläutert, bilden die über gp130 signalisierenden Zytokine heterooligomere 
Signaltransduktionskomplexe aus. Die jeweiligen Rezeptoruntereinheiten sind in Abb. 2 dargestellt. 
Für IL-6 und IL-11 konnte eine Homodimerisierung von gp130 nachgewiesen werden (Murakami et 
al., 1993; Hilton et al., 1994; Fourcin et al., 1994). Die Mediatoren binden mit geringer Affinität an 
ihre α-Rezeptoren, IL-6R bzw. IL-11R, um anschließend den hochaffinen Komplex mit zwei 
gp130-Molekülen einzugehen. Neuere Untersuchungen des IL-11-Rezeptorkomplexes ergaben auch 
Hinweise auf die Beteiligung einer weiteren Rezeptorkette (Neddermann et al., 1996). Die Ausbildung 
eines heterodimeren Komplexes ist charakteristisch für CNTF, CT-1, LIF und OSM (Davis et al., 
1991; Davis et al., 1993; Gearing et al., 1992; Pennica et al., 1995; Liu et al., 1994).  
CNTF und CT-1 rekrutieren dabei zunächst ihre α-Rezeptoren (CNTFR, CT-1R). Im nächsten Schritt 
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bildet sich nun der heterodimere Komplex mit gp130 und dem LIFR aus, der damit zur 
Signaltransduktion befähigt ist. LIF rekrutiert gp130 sowie den LIFR zur Ausbildung des aktiven 
Komplexes. Ein entsprechender Komplex bildet sich auch mit OSM aus. Darüberhinaus existiert eine 
spezifische OSM-Rezeptorkette, OSMRβ, die alternativ zum LIFR genutzt wird. OSM interagiert 
dabei mit einem Molekül gp130 und dem OSMRβ (Mosley et al., 1996; Sporeno et al., 1994). 
KSV-IL-6 und Rm-IL-6 führen zu einer Homodimerisierung von gp130, CLC/NNT-1 interagiert mit 
gp130 und dem LIFR. 
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
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

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Abb. 2  klassische IL-6-Typ Zytokine und ihr signaltransduzierender Rezeptorkomplex 
Die IL-6-Typ Zytokine nutzen gp130 im signaltransduzierenden Rezeptorkomplex als gemeinsame Kette. Einige Mitglieder 
der Familie binden zunächst an einen spezifischen α-Rezeptor. LIF und OSM rekrutieren keine α-Untereinheit. Anschließend 
kommt es zum homo- oder heterodimeren Komplex mit gp130. Die Abbildung zeigt das jeweilige Zytokin in weiß, die 
zugehörige α-Untereinheit gestreift, gp130 ist in grau und LIFR bzw. OSMRβ sind in schwarz abgebildet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Einleitung                            
 
         6 
1.4 Gp130 und seine homodimeren Rezeptorkomplexe mit IL-6 
und IL-11   - Strukturelle Aspekte 
 
Am Aufbau der beiden homodimeren Rezeptorkomplexe von gp130 sind die Zytokine IL-6 und IL-11 
sowie die beiden α-Untereinheiten IL-6R und IL-11R beteiligt.  
Gp130 ist ein Glykoprotein aus 918 Aminosäuren. Nach Abspaltung eines Signalpeptids von 22 
Aminosäuren entfallen 597 AS auf den extrazellulären Bereich, 22 auf die transmembranäre α-Helix 
sowie 277 auf die zytoplasmatische Domäne (Hibi et al., 1990). Die Extrazellulärregion mit ihren 
597 AS läßt sich in 6 Domänen (D1-D6) unterteilen, von denen jede ungefähr aus 100 AS aufgebaut 
ist. Der membrandistale Teil besteht aus den Domänen D1-D3, wobei die erste Domäne in ihrem 
Aufbau einer Immunglobulin(Ig)-ähnlichen Domäne entspricht. Die beiden folgenden Domänen 
werden zum Zytokin-bindenden-Modul (CBM) zusammengefaßt. Dabei enthält die N-terminale dieser 
Domänen die vier konservierten Cysteinreste und die C-terminale das typische WSXWS-Motiv. Der 
nachfolgende membranproximale Extrazellulärbereich mit den Domänen D4-D6 ist aus drei weiteren 
Fibronektin-Typ III Domänen aufgebaut. Sowohl die FNIII-Domänen als auch die Ig-ähnliche 
Domäne sind durch eine bestimmte Abfolge von 7 β-Strängen charakterisiert, die zwei β-Faltblätter 
ausbilden. Abb. 3 zeigt den Aufbau der Ig-ähnlichen (D1) und einer FNIII-Domäne (hier: D3) des 
gp130. 
Die molekulare Masse des gp130 wird mit 130 bis 150 kD angegeben, wobei die aus der 
Primärstruktur ableitbare Masse 101 kD beträgt. Die Massendifferenz beruht auf N-Glycosylierung 
der Extrazellulärregion. 
Gp130 ist auf dem Chromosomenabschnitt 5q11 lokalisiert. Desweiteren existiert ein Pseudogen im 
Bereich 17p11 (Rodriguez et al., 1995a). 
 
IL-6 und IL-11 induzieren die gp130-Homodimerisierung. Strukturell handelt es sich bei diesen 
Zytokinen um Proteine mit einer molekularen Masse von ungefähr 20 kD. Nach Abspaltung des 
N-terminalen Signalpeptids verbleibt im Falle des IL-6 ein Protein mit 184 AS, IL-11 besteht aus 
178 AS. Im Gegensatz zu IL-11 verfügt IL-6 über zwei potentielle N-Glykosylierungsstellen und über 
4 Cysteinreste, die zwei intramolekulare Disulfidbrücken ausbilden. Wie in Kap. 1.1 angesprochen, 
handelt es sich bei beiden Liganden um four-α-helix-bundle Zytokine mit sogenannter 
„up-up-down-down“ Topologie. Die chromosomale Lokalisation entspricht 7p21-p14 für IL-6 und 
19q13.3-13.4 für IL-11. 
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Abb. 3 Darstellung der Ig-ähnlichen- und einer FNIII-Domäne des gp130 
Die Ig-ähnliche Domäne des gp130 besteht aus 7 Strängen, die in Form von zwei β-Faltblattstru
eine Faltblatt beinhaltet die Stränge D, E und B, das andere die Stränge C, F, G und A. Ein ähn
bei den FNIII-Domänen, wobei das eine Faltblatt durch die Stränge A, B und E sowie das an
gebildet wird. 
 
 
 
 
Die beiden Liganden IL-6 und IL-11 interagieren mit ihren spezifischen α-R
IL-11R, um zum Gesamtkomplex anschließend zwei Moleküle gp130 
α-Rezeptoren sind aus drei Extrazellulärdomänen aufgebaut, bestehend au
Domäne und einem CBM (Abb. 4). Wie für Typ-I Membranproteine beschrie
Durchgang durch die Membran mit einem sich anschließenden Intrazellulärteil
IL-6R besteht aus 449 AS. Durch alternatives Spleißen bzw. auch durch shedd
Form des IL-6R generiert. Für den Interleukin-11 Rezeptor sind durch alter
Varianten beschrieben, von denen die kürzere aus 368 und die längere aus 400 A
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dere durch D, C, F und G 
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zu rekrutieren. Die 
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Abb. 4 Domänenarchitektur der Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokine  
Die Abbildung zeigt die Rezeptorketten, die an der Komplexbildung mit den IL-6-Typ Zytokinen beteiligt sind. Die 
einzelnen Domänen sind schematisch abgebildet. Die Ig-ähnlichen Domänen sind in gelb dargestellt, die Domänen eines 
Zytokin-bindenden-Moduls (CBM) in hellblau sowie die FN-III Domänen in mittelblau. Die horizontalen Balken in einem 
CBM entsprechen einem WSXWS-Motiv, die dünnen Linien definieren die konservierten Cysteinreste. Die 
Transmembranregion schließt sich als Balken der Extrazellulärdomäne an, wobei der CNTFR lediglich mittels GPI-Anker 
mit der Zellmembran verbunden ist. Die Länge der zytoplasmatischen Anteile der Rezeptoren entspricht der Anzahl an 
Aminosäuren (Abb. nach Heinrich et al. (1998)). 
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1.5 Intrazelluläre Wege der gp130-Signaltransduktion 
 
Im Gegensatz zu den Rezeptortyrosinkinasen verfügt gp130 selbst nicht über eine intrinsische 
Tyrosinkinaseaktivität. Mit der zytoplasmatischen Domäne des gp130 sind jedoch Tyrosinkinasen der 
Janus-Familie konstitutiv assoziiert. Es handelt sich hierbei um die Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 
(Lütticken et al., 1994; Stahl et al., 1994; Darnell et al., 1994) . Eine Aktivierung des Rezeptors durch 
seinen Liganden führt über die Phosphorylierung der assoziierten Kinasen zur 
Tyrosinphosphorylierung von gp130. Dies ermöglicht die Bindung von Signalproteinen an gp130, bei 
denen die Transkriptionsfaktoren STAT1 und STAT3 von besonderer Bedeutung sind. In einigen 
Zellinien konnte für IL-6-Typ Zytokine auch eine Aktivierung von STAT5 nachgewiesen werden (Lai 
et al., 1995). Die Bindung dieser Proteine an den Rezeptor erfolgt über ihre konservierte SH2-Domäne 
(Stahl et al., 1995; Hemmann et al., 1996). Es kommt zu einer Tyrosinphosphorylierung der 
STAT-Faktoren, die nun, ebenfalls über die SH2-Domäne vermittelt, mit anderen 
tyrosinphosphorylierten STAT-Molekülen  Homo- oder Heterodimere bilden (Shuai et al., 1994). Die 
STAT-Dimere translozieren nun in den Zellkern, wo sie über ihre DNA-Bindungsdomäne an 
DNA-Zielstrukturen binden. Zu den Zielgenen der IL-6-Typ Zytokine zählen Akutphase-Protein Gene 
wie C-reaktives Protein, α1-Antichymotrypsin, α2-Makroglobulin und TIMP-1; Transkriptionsfaktoren 
wie Jun B, c-Fos, IRF-1 und C/EBP sowie verschiedene andere Gene wie die für Intestinale 
Kollagenase, Vasoaktives Intestinales Peptid, Pro-Opiomelanocortin, Hitzeschockprotein hsp90, bcl-x, 
und gp130 (Heinrich et al., 1998).  
Eine Stimulation von Zellen durch IL-6-Typ Zytokine führt auch zu einer Phosphorylierung der 
Tyrosin Phosphatase SHP2. SHP2 interagiert mit einer Vielzahl verschiedener Rezeptoren und gibt 
das Signal über mehrere Adaptorproteine weiter. In der Signaltransduktionskaskade von gp130 
verbindet SHP2 als Adapter-Protein gp130 mit dem Ras/Raf/MAPK-Weg (Fukada et al., 1996). Bei 
den aktivierten Map-Kinasen handelt es sich um Erk-1 und Erk-2 (Boulton et al., 1994). Im Nukleus 
wird u.a. der Transkriptionsfaktor NF-IL6 aktiviert (Nakajima et al., 1993). Es konnte auch gezeigt 
werden, daß gp130, Jak und STAT über verstärkte und verlängerte Phosphorylierung verfügen, wenn 
die Zwischenschaltung von SHP2 verhindert wird (Schaper et al., 1998; Kim et al., 1998). Dies spricht 
für eine negativ-regulatorische Funktion von SHP2.  
 
Über verschiedene Ansätze gelang es, weitere Negativ-Regulatoren des Jak/STAT-Wegs zu 
identifizieren, die von den jeweiligen Arbeitsgruppen als suppressors of cytokine signalling (SOCS), 
Jak-binding proteins (JAB) oder STAT-induced STAT  inhibitors (SSIs) bezeichnet werden (Starr et 
al., 1997; Endo et al., 1997; Naka et al., 1997).Diese Proteine gehören zur Familie von 
Negativ-Regulatoren, die die Tyrosinphosphorylierung von STAT1, STAT3 und gp130 inhibieren. 
Darüberhinaus existiert eine direkte Interaktion mit Proteinen der Jak-Familie, die zu einer 
verringerten Tyrosinkinaseaktivität führt. 
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Auch weitere spezifische Inhibitoren des Jak/STAT-Wegs , die protein inhibitors of activated STATs 
(PIAS), wurden entdeckt (Chung et al., 1997). Die Proteine verhindern die Genaktivierung durch 
Inhibition der DNA-Bindung der aktivierten STATs. Die genauen Regulationsmechanismen sind noch 
ungeklärt. 
 
 
 
1.6 Biologische Antworten auf IL-6 und IL-11 
 
1.6.1 physiologische und pathophysiologische Effekte von Interleukin-6 
Interleukin-6 wird von einer Vielzahl verschiedener Zellen gebildet und sezerniert. Ebenso wirkt es 
auf viele Zellsysteme, woraus sich ein pleiotropes Wirkungsspektrum ergibt, das anhand einzelner 
Organsysteme verdeutlicht werden soll: 
 
Immunsystem 
Interleukin-6 bewirkt eine Differenzierung aktivierter B-Zellen zu antikörperproduzierenden 
Plasmazellen (Muraguchi et al., 1981; Hirano et al., 1985) sowie eine verstärkte 
Immunglobulinproduktion dieser Zellen (Muraguchi et al., 1988). IL-6 konnte ebenfalls als 
wesentlicher Wachstumsfaktor für Plasmozytomzellen identifiziert werden (Van Damme et al., 1987). 
Es aktiviert T-Zellen und trägt zur Differenzierung zu zytotoxischen T-Zellen bei (Lotz et al., 1988; 
Okada et al., 1988; Uyttenhove et al., 1988). Desweiteren fördert IL-6 die Produktion von IL-2 sowie 
die Induktion der IL-2-Rezeptor Expression aktivierter T-Zellen (Garman et al., 1987). 
 
Hämatopoetisches System/ Megakaryozyten  
1987 wurde erstmals die Rolle von IL-6 in der Regulation der Blutbildung beschrieben. In Synergie 
mit IL-3 bewirkt es eine Differenzierung hämatopoetischer Stammzellen zu pluripotenten 
Vorläuferzellen (Ikebuchi et al., 1987). Für die anschließende Ausreifung der Zellen scheint 
Interleukin-6 eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Jedoch fördert es die Reifung von 
Megakaryozyten. 
 
Akutphase Reaktion 
Am Anfang der kaskadenartigen Akutphase Reaktion steht die Freisetzung von Zytokinen. Neben 
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-8 und TNF kommt es auch zur Freisetzung von IL-6. 
Während einige der Mediatoren eher lokale Wirkungen wie z.B. Chemotaxis hervorrufen, induziert 
IL-6 die systemische Akutphase Reaktion durch Induktion der Genexpression entzündungsspezifischer 
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Proteine in Hepatozyten (Andus et al., 1987). 
 
weitere biologische Funktionen  
Im Bereich des Nervensystems induziert IL-6 die neuronale Differenzierung von PC12 Zellen zu 
Neuronen (Satoh et al., 1988). Es steht auch mit den endokrinen Regelkreisen in enger Verbindung, zu 
näheren Ausführungen sei hier auf eine Übersicht von Jones, 1994 verwiesen (Jones, 1994). Die 
Effekte auf den Knochenstoffwechel bestehen in vermehrter Knochenresorption u.a. durch Stimulation 
von Osteoklasten. Eine Induktion von PDGF und Proliferation von Zellen der glatten Muskulatur sind 
als Auswirkungen von IL-6 auf die Blutgefäße beschrieben. Als kardiale Wirkung ist ein negativ 
inotroper Effekt bekannt.  
 
Pathophysiologie  
Eine Dysregulation der IL-6 Expression wird in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen als 
ursächlich bzw. mitverantwortlich angesehen. In der Entstehung von Non-Hodgkin Lymphomen ist 
die Rolle von IL-6 als ein potenter Wachstumsfaktor von Plasmozytomzellen lange etabliert. 
Außerdem gilt eine Dysregulation der IL-6 Produktion als ein wesentlicher Faktor bei der Entstehung 
des Kaposi-Sarkoms bei AIDS. Für Melanomzellen wurde eine Wachstumsinhibition durch IL-6 
beschrieben. 
Auch werden eine Reihe von Autoimmunprozessen durch eine gesteigerte Produktion von IL-6 
mitbedingt. In Folge kommt es zu einer polyklonalen B-Zell-Aktivierung. Dadurch ausgelöste 
Reaktionen werden mit einer Reihe von Erkrankungen in Zusammenhang gebracht, darunter der 
systemische Lupus erythematodes, der M. Castleman, das kardiale Myxom und die rheumatoide 
Arthritis. Ein Einfluß auf die Pathogenese chronisch entzündlicher Darmerkrankungen wurde 
ebenfalls beschrieben. (Akira et al., 1993; Kishimoto, 1989). 
 
  
1.6.2 biologische Funktionen von Interleukin-11 
 
Interleukin-11 verfügt über ein ähnlich breites Wirkungsspektrum wie Interleukin-6:  
 
Immun- und blutbildendes System 
IL-11 spielt in Synergie mit anderen Mediatoren eine wichtige Rolle in der Differenzierung und 
Ausreifung verschiedener hämatopoetischer Zellinien (van de Ven et al., 1995; Ariyama et al., 1995). 
Im Zusammenspiel mit IL-3, Thrombopoetin (TPO) und dem stem cell factor (SCF) kommt es zu einer 
Stimulation der Megakaryozytopoese und Thrombopoese im Knochenmark (Bruno et al., 1991; 
Teramura et al., 1992). Auch die Differenzierung und Ausreifung erythropoetischer Vorläuferzellen 
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wird durch Interleukin-11 und Mediatoren wie SCF, IL-3 und Epo gefördert (Rodriguez et al., 1995b; 
de Haan et al., 1995). Ebenso wurde ein proliferativer Effekt auf B-Zellen beschrieben (Hirayama et 
al., 1994).  
 
weitere biologische Funktionen 
IL-11 besitzt regulatorische Eigenschaften für epitheliale Zellen. Die Einflüsse auf das bronchiale und 
alveoläre Epithel der Lunge spielen möglicherweise eine Rolle in der Pathogenese der 
Lungenentzündung (Elias et al., 1994). Auch das gastrointestinale Epithel unterliegt 
Regulationsprozessen durch Interleukin-11 (Booth and Potten, 1995). Außerdem kann IL-11 durch 
Einfluß sowohl auf  das osteoklastäre wie auch das osteoblastäre System das Gleichgewicht im 
Knochenstoffwechsel beeinflussen (Romas et al., 1996). Die Neurogenese wird durch IL-11 
moduliert, wobei ein wichtiger Effekt in der Regulation von Zellen des Hippocampus besteht (Mehler 
et al., 1993). Ebenso ist ein Einfluß auf die Bildung von Akutphase-Proteinen (Baumann and 
Schendel, 1991) sowie den Metabolismus der Extrazellulärmatrix (Maier et al., 1993; Roeb et al., 
1993) beschrieben.  
 
Pathophysiologie 
Interleukin-11 stimuliert neben anderen Zytokinen die Proliferation leukämischer Zellen (Hu et al., 
1993). Auch konnte eine vermehrte Produktion von Plasmozytomzellen nachgewiesen werden. Dies 
wird jedoch in verschiedenen Studien kontrovers diskutiert. 
Neben weiteren pathophysiologischen Erkenntnissen über IL-11 ist gerade dieses Zytokin Gegenstand 
präklinischen und klinischen Einsatzes. So ist Interleukin 11 in der Lage, die Thrombozytenzahl bei 
Chemotherapie-induzierten Thrombozytopenien anzuheben. Darüberhinaus erweist es sich als 
protektiver Faktor für die Mukosazellen des Magen-Darm Traktes. (Reynolds, 2000) 
 
 
1.6.3 Studien zum IL-6/IL-11/gp130-System in vivo 
 
Die Bedeutung der Zytokine IL-6 und IL-11 und ihres gemeinsamen Rezeptors gp130 wurde auch 
in vivo gezeigt. Der Signaltransduktor gp130 spielt eine essentielle Rolle für die Entwicklung eines 
normalen Phänotyps. Ein gp130 knock-out ist für die Maus in utero letal. Die Mäuse weisen vor allem 
Herzveränderungen auf, die sich in Form extrem dünner Myokardwände äußern. Außerdem treten 
Abnormalitäten im hämatopoetischen System auf (Yoshida et al., 1996). In neueren Studien konnte 
gezeigt werden, daß sich biomechanischer Stress der Herzmuskelzellen in lediglich kardial 
gp130-defizienten Mäusen nicht kompensieren lässt und zu einem raschen Herzversagen bei diesen 
Mäusen führt (Hirota et al., 1999). Ebenso ist der Verlust zentraler Elemente der gp130 
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Signaltransduktion wie Jak1 oder STAT3 letal (Rodig et al., 1998; Takeda et al., 1997). Auf der 
anderen Seite entwickeln knock-out Mäuse mit einer Defizienz von IL-6 oder IL-11 bzw. der 
zugehörigen α-Rezeptoren einen vergleichsweise milden Phänotyp, so daß ausgefallene Funktionen 
einzelner Zytokine durch andere Mediatoren der gp130-Signaltransduktion zumindest teilkompensiert 
werden können.  
Die IL-11R knock-out Maus zeigt gegenüber den in vitro Versuchen keine dysregulierte Hämatopoese. 
Im Vordergrund steht vielmehr die Infertilität der weiblichen Mäuse (Robb et al., 1998). Die 
Unfruchtbarkeit der Mäuse läßt sich auf eine gestörte Dezidualisierung zurückführen.  
Die IL-6 knock-out Maus unterliegt zunächst einer normalen Embryogenese und Entwicklung (Kopf et 
al., 1994). Auch die Entwicklung der Lymphozyten ist weitgehend unbeeinträchtigt. Sie zeigt jedoch 
eine defekte IgA Antwort im Bereich der Mucosa. Weiterhin fand sich ein vermindertes antivirales 
sowie bakterizides Potential. Die Versuche bestätigten die Tatsache, daß IL-6 einer der wichtigsten 
Vermittler der Akutphase Antwort ist. Auch ist die IL-6-/- Maus nicht in der Lage, eine partielle 
Resektion der Leber zu kompensieren. Es findet sich außerdem ein überschießender 
Knochenmetabolismus, der vorwiegend die weiblichen Tieren betrifft. 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
 
Der Zytokinrezeptor gp130 interagiert mit einer Vielzahl verschiedener Liganden. Diese Liganden aus 
der IL-6-Typ Familie, IL-6, IL-11, LIF, OSM, CNTF und CT-1, verfügen jeder für sich über ein sehr 
breites Wirkungsspektrum, jedoch lösen sie in der gleichen Zelle ähnliche Antworten aus, was als 
Redundanz bezeichnet wird. Es ist nicht bekannt, inwiefern dieses Phänomen auf eine gemeinsame 
Nutzung von Bindungsstellen an gp130 zurückzuführen ist. Durch Vorarbeiten von U. Horsten konnte 
gezeigt werden, daß die Domänen D1-D3 des gp130 hinreichend für die Bindung des 
IL-6/IL-6R-Komplexes sind (Horsten et al., 1995). Eine wichtige Bindungsstelle für IL-6 konnte auf 
ein Valin in der Position 252 des gp130 eingegrenzt werden (Horsten et al., 1997). Zur weiteren 
Analyse von Aminosäureresten des Bindungsepitops wurden anhand eines Modells des ternären 
IL-6/IL-6R/gp130-CBM Komplexes mehrere Reste im CBM zur Mutagenese ausgewählt. Ein 
Vergleich der homodimerisierenden Liganden IL-6 und IL-11 sollte darüberhinaus die 
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Bindungsepitope zeigen. 
Die Ig-ähnliche Domäne (D1) des gp130 ist ein gemeinsames Merkmal der IL-6-Typ 
Zytokinrezeptoren und bei Rezeptoren mit einfachem Aufbau der Extrazellulärdomäne nicht 
vorhanden. Ein möglicher Einfluß der Domäne D1 auf die Ligandenbindung der gp130-
homodimerisierenden Zytokine sollte durch Deletion dieser Domäne aufgeklärt werden.  
 
Welche Rolle spielen die drei membranproximal gelegenen Domänen des gp130? 
Gp130 verfügt gegenüber Zytokinrezeptoren mit einfachem Aufbau der Extrazellulärregion, wie z.B. 
dem GH- oder dem EPO-Rezeptor, über drei sich an das CBM anschließende FN-III Domänen. Über 
die Funktion dieser membranproximalen Domänen (D4-D6) ist nichts bekannt. Nachdem D1-D3 als 
hinreichend für die Ligandenbindung angesehen werden können, stellte sich die Frage, ob und 
inwieweit der membranproximale Teil des gp130 in den Aktivierungsmechanismus des Rezeptors 
involviert ist. Neben einer passiven Rolle als einfacher Platzhalter könnte eine Dimerisierung durch 
Interaktion der Domänen D4-D6 für die Rezeptoraktivierung verantwortlich sein. Auch eine 
Schutzfunktion vor unkontrollierter Aktivierung des Rezeptors durch die membranproximal gelegene 
Region wäre denkbar. Zur Klärung dieser Fragestellungen sollten Deletionsmutanten beitragen, in 
denen die Domänen D4-D6 einzeln deletiert wurden. Um ein besseres Verständnis ihrer Funktionalität 
zu erzielen, wurden sie auch gegen die analogen Module des GCSF-R, einem Rezeptor mit ähnlicher 
Extrazellulärarchitektur, ausgetauscht. 
Zusammenfassend sollte die molekulare Struktur- und Funktionsanalyse des gp130 zur Aufklärung 
von Ligandenbindung und Aktivierungsmechanismus des Rezeptors beitragen. 
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3 Material und Methoden 
 
3.1 Verbrauchsmaterialien 
 
3.1.1 Chemikalien und Enzyme 
 
Die verwendeten Chemikalien wurden in pro analysi Qualität eingesetzt. Chemikalien wurden von 
den Firmen AGS (Heidelberg), BioRad (München), Boehringer (Mannheim), Fluka (Neu-Ulm), FMC 
(Rockland, USA), Gibco BRL (Eggenstein), Invitrogen (Leek, Niederlande), Merck (Darmstadt), New 
England Biolabs (Schwalbach), Pharmacia (Freiburg), Qiagen (Hilden), Serva (Heidelberg), Sigma 
(Deisenhofen) und Whatman (Maidstone, England) bezogen. 
 
Radiochemikalien:   Tran[35S]-Label     (ICN, Meckenheim) 
                                 Adenosin- 5´[32P]-triphosphat    (Amersham, Braunschweig) 
                                 Bolton und Hunter- Reagenz  [125I]     (Amersham, Braunschweig) 
 
 
3.1.2 Reaktions-Kits 
 
Mini-Plasmidisolierungskit (Qiagen, Hilden) 
Maxi-Plasmidisolierungskit (Qiagen, Hilden) 
QiaexII Agarose Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) 
Luciferase Assay Kit (Promega, Madison, WI) 
PRISMTMReady Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer) 
Cell Proliferation Kit II (XTT-Test) (Boehringer Mannheim, Mannheim) 
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3.1.3 Zytokine und Rezeptoren 
 
hIL-6                   rekombinantes humanes IL-6 wurde nach (Arcone et al., 1991) hergestellt 
                           und von A.Küster zur Verfügung gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 
                           2x106 BSF2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
shIL-6R              löslicher humaner IL-6R wurde präpariert wie beschrieben (Weiergräber et al., 1995) 
                           und von A.Küster zur Verfügung gestellt 
hIL-11                 rekombinantes humanes IL-11 wurde entweder von Genetic Institutes  
                           bezogen, oder als Trx-IL-11, einem rekombinanten Fusionsprotein aus Thioredoxin 
                           und humanem Interleukin-11 (hIL-11) von H.Dahmen zur Verfügung gestellt  
                           (Dahmen et al., 1998). Die biologische Aktivität des Trx-IL-11 ist  ununterscheidbar  
                           von der des hIL-11. 
shIL-11R            löslicher humaner IL-11R wurde nach der Methode von Dahmen et al. mit Hilfe des  
                           Baculovirussystems exprimiert  
 
 
3.1.4 Antikörper 
 
B-T 2                                    monoklonaler Antikörper gegen die Domäne D1 des humanen gp130 
 
B-S12                                   Antikörpergemisch zweier Antikörper gegen die Domäne D3 des  
                                             humanen gp130 
 
B-S12-G7                             monoklonaler Antikörper gegen die Domäne D3 des humanen gp130, 
                                             aufgereinigt aus dem B-S12 Antikörpergemisch 
 
B-P8                                     monoklonaler Antikörper gegen die Domäne D3 des humanen gp130 
 
B-P4                                     monoklonaler Antikörper gegen die Domäne D4 des humanen gp130 
 
 
Oben genannte Antikörper wurden von J. Wijdenes (Besançon, Frankreich) zur Verfügung gestellt. 
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Maus-anti-Flag M2               monoklonaler Antikörper gegen das Flag-Epitop (Eastman Kodak 
Company, New Haven, USA) 
 
Ziege-anti-Maus Ig                polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich von Maus- 
Immunglobulin; unkonjugiert, Rhodamin-, Peroxidase- (HRP)-, oder 
FITC- konjugiert (Dakopatts) 
 
Kaninchen-anti-Maus Ig        polyklonales Antiserum gegen den konstanten Bereich von Maus- 
Immunglobulin; unkonjugiert, Rhodamin-, Peroxidase- (HRP)-, oder 
FITC- konjugiert (Dakopatts) 
 
anti-JAK-1                             polyklonales Antiserum (Geschenk A. Ziemiecki) 
 
anti-Phosphotyrosin               PY99, polyklonales Antiserum, Santa Cruz Biotech 
 
Maus-anti-Trx                        monoklonaler Antikörper gegen Thioredoxin (Invitrogen) 
 
Kaninchen-anti-hIL-6 polyklonales Antiserum gegen humanes IL-6 
 
Ziege-anti-hIL-11 polyklonales Antiserum gegen humanes IL-11 (R&D Systems) 
 
 
 
3.1.5 Plasmide 
 
pSVL eukaryotischer Expressionsvektor, AmpizillinR (Pharmacia, Freiburg) 
pSVL gp130 pSVL mit der cDNA des humanen gp130; zur Verfügung gestellt von 
Dr. T. Taga und Dr. T. Kishimoto (Osaka, Japan) 
pSVL shgp130-IgG pSVL mit der cDNA des löslichen humanen gp130, carboxyterminal 
fusioniert mit der konstanten Domäne des humanen IgG1; zur 
Verfügung gestellt durch Dr. U. Horsten  
 
pSV2-Neo NeoR; überlassen durch Dr. K. Friedrich (Würzburg) 
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pCDM8 gp80 pCDM8 (PenR, TetR) mit  der cDNA des membranständigen hIL-6R 
(Müllberg et al., 1992)  
 
pSVL Eg-Yγ440 pSVL mit der cDNA für einen chimären 
Erythropoetin-/gp130-Rezeptor; der extrazelluläre Teil des 
EPO-Rezeptors ist mit der transmembran- und einem Teil der 
zytoplasmatischen Region (Box1, Box2) des gp130 fusioniert; im 
carboxyterminalen Bereich ist ein STAT1-aktivierendes YDKPH-Motiv 
des Interferon γ-Rezeptors enthalten (Gerhartz et al., 1996) 
 
pSVL gp130-Yγ440 der EPO-Rezeptoranteil des Vektors pSVL Eg-Yγ440 wurde durch 
gp130 ersetzt 
 
pSVL gp130∆EcoRI pSVL Vektor mit der gp130-cDNA; die Schnittstelle im Vektor für 
EcoRI wurde mutiert und somit unzugänglich gemacht  
  
pBabe-GCSFR 
 
pBabe mit der cDNA des humanen GCSFR 
pSVL shgp130-flag pSVL mit der cDNA des löslichen humanen gp130, carboxyterminal 
fusioniert mit einem flag-Epitop; zur Verfügung gestellt durch 
Dr. U. Horsten  
 
 
 
3.1.6 Oligonukleotide 
 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG bezogen. Die Sequenz der einzelnen 
Oligonukleotide ist in das Kapitel 3.4, Klonierungen, eingearbeitet. 
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3.2 Zellsysteme und Viren 
 
Prokaryontische Zellen 
3.2.1 Bakterienstämme 
 
JM83                                     E. coli- Stamm, der zur Klonierung verwendet wurde 
MC 1061/P3                          E.coli- Stamm, der zur Amplifikation von pCDM8 gp80 benutzt   
                                              wurde     
 
Eine Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium bzw. auf 1,5% LB-Agar. Zur Selektion 
wurden 100µg Ampicillin/ml zugefügt. Die Aufbewahrung erfolgte in LB- Medium mit 15% Glycerin 
bei –80°C. 
 
  
LB-Medium: 5 g/l        NaCl 
 5g/l         Hefeextrakt (Difco)   
 10 g/l      Bactotrypton (Difco)         
 10 mM    Tris/HCl  pH 8,0                
 1mM       MgSO4   
 
 
3.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien 
 
500 ml LB-Medium wurden mit Bakterien aus einer Übernachtkultur zu einer OD600 von 0,02 
angeimpft. Unter Schütteln erfolgte die Inkubation bei 37°C bis zum Erreichen einer OD 600 von 0,6. 
Die Bakteriensuspension wurde 10 min bei 4°C und 3000 upm zentrifugiert. Das Bakteriensediment 
aus 500 ml konnte in 15ml TFB I resuspendiert und nach 90 minütiger Inkubation auf Eis erneut 
zentrifugiert werden. In 2ml TFB II aufgenommen, wurde das Sediment bei –80°C eingefroren und für 
entsprechende Transformationen genutzt. 
 
 
TFB I :    100 mM       RbCl 
                50 mM         MnCl2 
                30 mM         Kac 
                10 mM         CaCl2 
                15%             Glycerin 
   
                pH 5,8 (einzustellen mit 0,2 M Essigsäure) 
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TFB II:    10 mM         MOPS 
                10 mM         RbCl 
                75 mM         CaCl2 
                15%             Glycerin 
 
 
3.2.3 Bakterientransformation 
 
70 µl kompetente Bakterienlösung wurde mit 1 ng Plasmid DNA oder 10 µl eines Ligationsansatzes 
für 30 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 90 sek. bei 42°C, gefolgt von 
2 minütigem Abkühlen auf Eis. Die Bakterien wurden dann in 1ml LB-Medium aufgenommen und 1h 
bei 37°C inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt  und Aufnahme des Sediments in 100 µl 
LB-Medium konnten die Bakterien auf den Ampicillin-haltigen Agarplatten ausplattiert und über 
Nacht bei 37°C inkubiert werden. Die gewachsenen Kolonien wurden anschließend analysiert.    
 
 
Eukaryontische Zellen 
3.2.4 Zellinien 
 
Folgende Zellinien wurden kultiviert: 
 
 
COS-7 adhärent wachsende Affennierenzellen  
 
HepG2 adhärent wachsende humane Hepatomzellen  
 
Ba/F3 nicht adhärent wachsende IL-3-abhängige murine Prä-B-Zellen; zur 
Verfügung gestellt von Dr. K. Friedrich (Würzburg) 
 
X63Ag8-653 BPV-mIL-3 nicht adhärent wachsende murine Myelomzellinie, die murines IL-3 
sezerniert; zur Verfügung gestellt von Dr. K. Friedrich (Würzburg) 
 
SF-158                                    semi-adhärent wachsende Insektenzellinie  
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3.2.5 Materialien zur Kultivierung der Zellinien 
 
Flüssigmedien:  DMEM + Glucose (Gibco, Eggenstein) 
                         DMEM Nut Mix F12 (Gibco, Eggenstein) 
                         RMPI 1640 (Gibco, Eggenstein) 
                         SF 900 II 
 
(Gibco, Eggenstein) 
 
Penicillin / Streptomycin (Gibco, Eggenstein) 
 
FCS 
 
(Seromed, Berlin) 
 
Trypsin (0,05%) / EDTA (0,02%) – Lösung 
 
(Biochrom, Berlin) 
 
IL-3 
 
 
 
 
aus Überständen der Zellinie X63Ag8-653 
BPV-mIL-3, einer murinen Myelomzellinie, 
die murines IL-3 sezerniert 
 
Waschmedium: PBS   
 
 
PBS: 200 mM NaCl 
 2,5  mM KCl 
 8,0  mM Na2HPO4 
 1,5  mM KH2PO4 
 
                                              pH 7,4    
                 
 
Die Kultivierung von COS-7, HepG2 und Ba/F3 Zellen erfolgte bei 37°C, in wassergesättigter Luft 
mit 5% CO2. SF-158 Zellen wurden bei 30°C in wassergesättigter Luft kultiviert. Als Flüssigmedium 
für COS-7-Zellen wurde DMEM + Glucose verwendet, für HepG2-Zellen DMEM Nut Mix F12 sowie 
für Ba/F3-Zellen RMPI 1640. Den Medien wurden 10% FCS sowie 60 mg/l Penicillin und 100 mg/l 
Streptomycin zugesetzt. Ba/F3-Zellen erhielten zusätzlich 5% IL-3 enthaltenden Kulturüberstand der 
X63Ag8-653 BPV-mIL-3-Zellinie. SF158-Zellen wurden in SF-900 II-Medium kultiviert. 
Die Subkultivierung adhärenter Zellen erfolgte durch Abwaschen des Mediums mit PBS und 
anschließender Zugabe von Trypsin/EDTA zur Ablösung der Zellen von der 
Kulturschale.Verdünnungen dieser Lösung durch Mediumzugabe wurden auf neue Kulturplatten 
verteilt. Im Falle von nicht adhärenten und semi-adhärenten Zellen konnte eine sofortige 
Verdünnungslösung der Zellen hergestellt werden. HepG2 Zellen mussten zur Vereinzelung durch 
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eine Spritzenkanüle gezogen werden. 
Die Langzeitlagerung der jeweiligen Zellen erfolgte in Kulturmedium unter Zusatz von 10% DMSO in 
flüssigem Stickstoff. 
 
 
3.2.6 Transiente Transfektion von COS-7-Zellen 
 
80% konfluente Kulturschalen mit COS-7-Zellen  wurden zweimal mit PBS gewaschen. Anschließend 
erfolgte die Zugabe einer Lösung aus DEAE-Dextran, Chloroquin und Plasmid-DNA in 10 ml DMEM 
ohne FCS. Beim Ansetzen dieser Lösung war darauf zu achten, daß die DNA in ein durch das Medium 
ausreichend vorverdünntes DEAE-Dextran/Chloroquin-Gemisch zu geben ist. Die Inkubation erfolgte 
unter Ausschluß eines Gasaustausches für 80 min bei 37°C. Im Anschluß wurden die Zellen erneut mit 
PBS gewaschen, gefolgt von einer einminütigen Inkubation mit PBS + 10% DMSO. Nach einem 
weiteren PBS-Waschschritt wurden die Zellen in DMEM + FCS + Glucose aufgenommen. Im 
Anschluß konnten die Zellen bei Bedarf am folgenden Tag auf 2 Kulturschalen aufgeteilt oder 
ungeteilt für weitere 48 h inkubiert werden. 
 
 
Angaben für eine 78 cm2 Kulturschale: 6 µl Chloroquin (100mM) 
 60 µl DEAE-Dextran (50mg/ml) 
 7,5 µl DNA (1 mg/ml) 
 ad 10 ml DMEM ohne FCS 
 
 
 
 
3.2.7 Transiente Transfektion von HepG2 Zellen 
 
24 h vor der Transfektion wurden die Hep-G2 Zellen auf 20 cm2 Kulturplatten  so gesplittet, daß sie 
zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz von 20-50% besaßen. 60 min vor Beginn der 
Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und in DMEM + Glucose inkubiert. 
10-20 µg DNA wurden in 62 µl einer 2 M CaCl2-Lösung aufgenommen, mit 500 µl 2xHBS versetzt 
und mit 10 ml Medium (DMEM + Glucose) gut durchmischt.  Die Mischung konnte auf zwei 20 cm2 
Kulturschalen verteilt für 12 h mit den Zellen inkubiert werden. Danach wurden das 
Transfektionsmedium entfernt, die Zellen zweimal gewaschen und in DMEM Nut Mix F12 Medium 
aufgenommen. 
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10-20 µl DNA 
62 µl 2M CaCl2 
500 µl 2x HBS: 10 g/l     HEPES 
 16 g/l     NaCl 
 0,74 g/l  KCl 
 0,25 g/l  Na2HPO4 
 2 g/l       Glucose   
 
pH 7,1 
     
10 ml DMEM + Glucose 
 
 
 
 
 
3.2.8 Stabile Transfektion von Ba/F3 Zellen 
 
3,5 x 106 Ba/F3 Zellen wurden in 800 µl RMPI-Medium unter Zugabe von 30 µg der entsprechenden 
Plasmid-DNA  elektroporiert. Die Elektroporation erfolgte durch einen Puls bei 200 V für 70 msec. 
Durch Kotransfektion von 2 µg des Plasmids pSV2 Neo, das für eine Neomycinresistenz kodiert, 
erfolgte die Zugabe eines Plasmids zur Selektion. Die elektroporierten Zellen wurden für 24 h in 
RMPI/IL-3-Medium kultiviert, bevor sie in 24-Loch-Zellkulturplatten ausgesät wurden. Zur Selektion 
der kotransfizierten Zellen wurde dem Medium Geniticin (G418) in einer Konzentration von 2 mg/ml 
zugegeben. 2-3 Wochen später waren G418 resistente Klone erkennbar, die nun weiter amplifiziert 
werden konnten. Anschließend erfolgte die Auswahl der Klone, die das gewünschte 
Oberflächenprotein exprimierten, mittels Durchflußzytometrie (3.5.13).  
 
Baculoviren 
 
3.2.9 Infektion von SF158-Zellen mittels Baculoviren 
 
Die Expression des sIL-11R erfolgte durch eine Infektion von SF158-Zellen mit Hilfe von 
Baculoviren. Es wurde ein rekombinanter Baculovirus, der für die lösliche Form des IL-11R kodiert, 
benutzt (Dahmen et al., 1998). Zur Expression des Proteins wurden zunächst auf einer 
75 cm2-Zellkulturflasche SF158-Zellen ausgesäht. Die Infektion der Zellen erfolgte durch Inkubation 
mit einer Lösung des rekombinanten Baculovirus (1 PFU/Zelle) für 3 Tage bei 30°C. Der Überstand, 
der  den löslichen IL-11R enthielt, wurde anschließend zur Entfernung von Zellresten zentrifugiert 
und für die weitere Verwendung sterilfiltriert.   
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3.3 DNA- Techniken 
 
3.3.1 Enzymatischer Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 
Die enzymatische Restriktion von DNA erfolgte nach Standardvorschriften (Sambrook et al., 2001), 
jeweils modifiziert nach den Empfehlungen der Enzymhersteller. Die Inkubationszeiten betrugen 
zwischen 1 h und 8 h. 
 
3.3.2 Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem Maßstab 
 
Plasmid-DNA wurde aus 2 ml Bakterienkulturen isoliert. Dazu wurde die Kultur bei 1000 upm 
zentrifugiert. Die Aufarbeitung des Sediments erfolgte mit dem  Mini-Plasmidpräparationskit (Qiagen, 
Hilden) nach folgendem Prinzip: Das Sediment wurde in einem vorgegebenem Puffer resuspendiert. 
Anschließend erfolgten die Zellyse und das Abstoppen dieser Reaktion. Nach einer Inkubationszeit 
von 5 min bei RT konnten die Proteine gefällt werden. Durch Zentrifugation bei 14000 upm erfolgte 
die Isolation der Plasmid-DNA aus dem Überstand. Anschließend wurde die DNA durch einen 
Fällungsschritt  mit Isopropanol  und Waschen mit 70% Ethanol aufgereinigt und zur weiteren 
Analyse in Millipore-Wasser aufgenommen. Auf diese Art konnte die Plasmid-DNA transformierter 
Bakterien analysiert werden. 
 
 
3.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA in präparativem Maßstab 
 
Um Plasmid-DNA in größerem Maßstab (50-1000 µg) für die Transfektion eukaryotischer Zellen zu 
erhalten, wurden Übernachtkulturen von 50-500 ml Medium mit Hilfe von Midi- bzw. Maxi-
Plasmidpräparationskits (Qiagen, Hilden) nach der Anleitung des Herstellers aufgearbeitet. Die 
isolierte DNA wurde in Wasser aufgenommen. 
 
 
3.3.4 Nukleinsäureauftrennung mittels Gelelektrophorese 
 
Plasmid-DNA wurde durch Verdau mit Restriktionsendonukleasen in DNA-Fragmente gespalten 
(3.3.1). Anschließend wurde dem Ansatz ein Probenpuffer zugesetzt, und es erfolgte eine Beladung 
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entsprechender Agarosegele (1-2 %ig) mit den Proben. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte in 
einem TAE-Laufpuffer im elektrischen Feld. Zur Größenzuordnung wurden DNA-Fragmente 
bekannter Größe parallel aufgetrennt. Die Zugabe von Ethidiumbromid ermöglichte durch 
Interkalation in die DNA die Betrachtung der Banden unter UV-Licht bzw. ein Abschätzen der DNA-
Menge für präparative Zwecke aufgrund der Fluoreszenzintensität.    
 
 
Agarosegel: 1-2% SeaKem-LE-Agarose (Biozym, Hameln) 
 in TAE-Laufpuffer mit 0,1 µg/ml Ethidiumbromid  
  
  
2 x Probenpuffer : 20% Ficoll 
 1% SDS                
 0,4% TAE 
 0,1% Bromphenolblau   
   
   
1 x TAE-Laufpuffer 0,04 M Tris-Base  
   + Ethidiumbromid: 50 mM EDTA 
 5 mM Na-Acetat 
 32 mM Essigsäure 
 0,1µg/ml Ethidiumbromid 
 
pH 8,3 
 
  
 
 
 
 
 
3.3.5 Sequenzierung von DNA 
 
DNA-Sequenzierungen wurden mittels automatischer Sequenzierung im ABI Modell 373A 
Sequenzierer vorgenommen. Die Aufbereitung der entsprechenden Proben erfolgte mit dem PRISMTM 
Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer). Das Prinzip dieser 
Sequenzierung beruht auf einem Einbau von fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden in einer 
PCR-Reaktion, in der die zu sequenzierende DNA als Matrize dient. So entsteht für jede der Basen ein 
anderes Absorptionsspektrum, das bei Anregung durch Bestrahlung mit einem 488 nm Argon-Laser 
ein photometrisch erfaßbares Einzelsignal ergibt.  
 
Die PCR erfolgte nach dem angegebenen Schema: 
 
      8,5 µl         Terminator Prämix 
      500 ng       DNA-Matrize 
      3 pmol       Oligonukleotid-Primer 
      ad 20 µl     H2O  
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Ein Reaktionszyklus umfaßte folgende Schritte: 
 
       20 sec       96°C         Denaturierung 
       40 sec       44°C         Bindung des Primers  
       20 sec       60°C         DNA-Extension 
 
 
Nach einer Abfolge von 25 Reaktionszyklen in einem Thermocycler erfolgte eine letzte Extension für 
4 min bei 60°C. Die unter Einbau der fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotide amplifizierte DNA 
wurde für den Sequenzierungsschritt aufbereitet. Dazu erfolgte eine Fällungsreaktion mit 60 µl 
3M Na-acetat (pH 5,2) und 300 µl 100% Ethanol bei –20°C. Nach Zentrifugation für 20 min bei 
14000 upm wurde das Sediment mit 70% Ethanol gewaschen und getrocknet. Die Probe konnte in 
2,4 µl deionisiertem Formamid und 0,6 µl 50 mM EDTA (pH 8,0) aufgenommen, für 2 min bei 90°C 
denaturiert und für 14h bei 1400V und 41°C in 1x TBE-Laufpuffer in einem 7%igen Polyacrylamidgel 
aufgetrennt werden. 
 
 
Terminator-Premix: 1,58 µM A-DyeDeoxy 
 94,74 µM T-DyeDeoxy 
 0,42 µM G-DyeDeoxy 
 47,37 µM C-DyeDeoxy 
 78,95 µM dGTP 
 15,79 µM dCTP 
 15,79 µM dTTP 
 15,79 µM dATP 
 168,42 mM   Tris/HCl pH 9,0 
 4,21 mM  (NH4)2SO4 
 42,1 mM  MgCl2 
 0,42 U/µl  AmpliTaq-DNA-Polymerase 
 
 
  
   
10x TBE-Puffer 108 g/l  Tris-Base 
 55 g/l Borsäure 
 8,3 g/l EDTA 
 
pH 8,3 
 
   
   
7%- Polyacrylamidgel 30 g Harnstoff 
 10,5 g 40% Acrylamid-Lösung ( 38 g / 100 ml Acrylamid 
     2 g / 100 ml   Bisacrylamid) 
 6 ml 10x TBE-Puffer 
 22 ml bidest. Wasser 
 180 µl 10% Ammoniumpersulfat-Lösung 
 24 µl TEMED 
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3.3.6 Auffüllen 5´- überhängender DNA-Enden 
 
Die durch Restriktionsenzyme gespaltene DNA wurde mit 1 Vol Isopropanol und 0,025 Vol 8M LiCl 
gefällt. Anschließend wurden dem Präzipitat 4 µl 10x NT-Puffer, je 330 µM dATP, dCTP, dGTP und 
dTTP sowie 0,5 U Klenow-Enzym zugegeben und der Ansatz ad 40 µl mit Wasser aufgefüllt. Zum 
Auffüllen des 5´-Endes erfolgte eine Inkubation des Ansatzes für 30 min bei 37°C. Mittels 
Phenolextraktion (3.3.7) konnte die Klenow Polymerase im Anschluß entfernt werden.  
 
 
 
   
10 x NT-Puffer : 500 mM  Tris/HCl 
 100 mM   MgSO4 
 1 mM   DTT 
 500 µg/ml    BSA 
 
 
 
3.3.7 Separation von DNA mittels Phenolextraktion 
 
Zur Trennung der DNA von bestimmten Enzymen wurde eine Phenolextraktion durchgeführt. Hierzu 
wurde die Probe mit 1 Vol wassergesättigtem Phenol und 0,05 Vol 2M Tris/Base  gemischt und 2 min 
bei 14000 upm zentrifugiert. Die wässrige obere Phase wurde abgenommen und es erfolgte ein 
weiterer Extraktionsschritt mit 1 Vol Phenol/Chloroform nach dem gleichen Prinzip. Die letzte 
Trennung ließ sich mit 1 Vol Chloroform durchführen. Durch anschließende Zugabe von Isopropanol 
konnte die DNA gefällt und für eine weitere Bearbeitung in H2O aufgenommen werden. 
 
 
3.3.8 Dephosphorylierung linearisierter DNA 
 
Um eine Religation von linearisierter DNA ohne Einbau des gewünschten Fragments anderer DNA zu 
verhindern, wurde in einigen Fällen der Klonierung die endständige 5´-Phosphatgruppe durch Einsatz 
einer alkalischen Phosphatase abgespalten. Dazu wurde 1µg der linearisierten DNA  mit 1U 
alkalischer Phosphatase in einem Gesamtvolumen von 500 µl H2O bei 37°C inkubiert. Zum Abbruch 
der enzymatischen Reaktion erfolgte nach 30 min eine Phenolextraktion (3.3.7). 
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3.3.9 DNA-Ligation 
 
Die Ligation der DNA-Fragmente wurde in einem 1:10 bzw. 1:5 verdünnten Ligationspuffer unter 
Zugabe der T4-DNA-Ligase durchgeführt. 50 ng geschnittenen Vektors wurden mit einem 10fachen 
Überschuß an zu inserierender DNA inkubiert. Die Inkubation erfolgte für 1h bei 37°C, anschließend 
konnten Bakterien mit der DNA transformiert werden (s. Kap. 3.2.3).  
 
 
10x Ligationspuffer 
(überhängende Enden):               440 mM            
  220 mM            
  100 mM            
  100 mM            
  5 µg/ml             
  10 mM              
Tris/HCl  pH8,0 
Tris/HCl  pH7,4 
DTT 
MgCl2 
BSA 
ATP 
                                                  
                                                  
                                                  
                                                  
                                                  
 
 
 
5x Ligationspuffer 
(nicht überhängende Enden)        250 mM           
   50 mM              
   5 mM                
   5 mM                
   250 mg/l           
Tris/HCl  pH7,5 
MgCl2 
DTT 
ATP 
Polyethylenglycol 6000 
                                                  
                                                  
                                                  
                                                  
 
 
 
 
3.3.10 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 
DNA-Fragmente wurden aus den Agarosegelen ausgeschnitten und mittels Qiaex-Kit (Qiagen, Hilden) 
nach Angaben des Herstellers aus der Gelmatrix isoliert. Die Fragmente stammten aus PCR-
Reaktionen oder Restriktionsansätzen. 
 
3.3.11 Quantitative Nukleinsäurebestimmung 
 
Zur quantitativen Bestimmung der Nukleinsäuremenge wurde eine photometrische Bestimmung der 
optischen Dichte bei einer OD260 durchgeführt. Die Extinktion E260 = 1,0 entspricht einer DNA-Menge 
von 50 µg doppelsträngiger DNA. Die Reinheitsbestimmung erfolgte durch Ermittlung der OD280, 
wobei der Quotient E260 / E280 bei 1,8-2,0 liegen sollte (Sambrook et al., 2001). 
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3.3.12 Hybridisierung komplementärer Oligonukleotide 
 
In Millipore-Wasser gelöste Oligonukleotide einer Konzentration von 10 pmol/µl wurden mit dem 
komplementären Oligonukleotid in einem Volumenverhältnis von 1:1 inkubiert. Nach Überschichtung 
des Reaktionsansatzes mit Mineralöl (Sigma) wurde das Reaktionsgefäß in siedendes Wasser gegeben 
und nach 2 min langsam abgekühlt. Auf diese Weise hybridisierten die Oligonukleotide und es 
entstand ein kurzes doppelsträngiges DNA-Molekül, das an den überhängenden Enden entsprechend 
dem gewünschten Einbau konstruiert war. Das Fragment diente nun als Adapter für eine Ligation 
zweier DNA-Fragmente, die über nicht komplementäre überhängende Enden verfügten (Sambrook et 
al., 2001). 
 
 
3.3.13 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Zur DNA-Mutagenese wurden entweder Umklonierungen unter Verwendung von 
Restriktionsendonukleasen oder die hier beschriebene PCR durchgeführt. Die PCR erfolgte nach 
einem standardisierten Protokoll (Sambrook et al., 2001). Als DNA-Matrize dienten die Vektoren 
pSVL∆EcoRI-gp130 bzw. pBabe-GCSFR. Synthetische Oligonukleotide (MWG, Göttingen) wurden als 
Primer für die Vent-DNA-Polymerase eingesetzt. Auf die jeweiligen Primer wird in Kapitel 3.4 
eingegangen. 
 
Ein Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 
 
              2 ng 
              0,1-1 nmol 
              0,1-1 nmol 
              1 µl 
              0,5 U 
              ad 50 µl 
 
 
DNA-Matrize 
Primer (5´-3´) 
Primer (3´-5´) 
dNTPs (je 250 µM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
Vent-DNA-Polymerase 
Millipore-Wasser 
 
 
Vor Zugabe des Enzyms wurde die DNA für 5 min bei 95°C denaturiert. Danach wurde eine PCR mit 
35 Zyklen im Thermocycler durchgeführt: 
 
              60 sec           94 °C                Denaturierung 
              120 sec         41-54 °C           Primer-Bindung 
              120 sec         72 °C                Extension 
              300 sec         72°C                 letzte Extension 
 
 
Die PCR für Sequenzierungsreaktionen wird in Kapitel 3.3.5 besprochen. 
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3.4 Klonierungen 
 
3.4.1 Klonierung der Punktmutanten im CBM 
 
Primer:  
 
pSVL (sense):          5´-GTGTTACTTCTGCTCT-3´ 
 (antisense): 5´-TCTAGTTGTGGTTTGT-3´ 
F191E (sense): 5´-ACTGTGTATGAGGTCAACATT-3´ 
 (antisense):    5´-AATGTTGACCTCATACACAGT-3´ 
Y190K (sense):         5´-TATTCTACTGTGAAATTTGTCAACATT-3´ 
 (antisense):   5´-AATGTTGACAAATTTCACAGTAGAATA-3´ 
I253A (sense): 5´-AAGAGTGTTGCAATACTAAAA-3´ 
 (antisense): 5´-TTTTAGTATTGCAACACTCTT-3´ 
I254D (sense): 5´-AGTGTTATAGATCTAAAATATAA-3´ 
 (antisense): 5´-TTATATTTTAGATCTATAACACT-3´ 
 
 
Der Vektor pSVLgp130∆EcoRI diente als Matrize für die durch PCR-Technik erstellten Punktmutanten. 
Die Mutation wurde über synthetische sense- und antisense-Oligonukleotide, die die ausgetauschten 
Basen enthielten, eingeführt. Die Klonierung wurde in zwei Schritten durchgeführt. In einem ersten 
Reaktionsansatz erfolgte eine Amplifikation der DNA mit Hilfe der Primer pSVL(sense) und einem 
antisense-Primer einer Punktmutante. Der Primer pSVL(sense) bindet im Plasmid stromaufwärts der 
für gp130 kodierenden Sequenz. Ebenso wurde ein zweites PCR-Produkt durch die Primer 
pSVL(antisense) und einen geeigneten sense-Primer der Punktmutante generiert. Der Primer 
pSVL(antisense) bindet im Plasmid stromabwärts der für gp130 kodierenden Sequenz.  Nach der 
gelelektrophoretischen Auftrennung und Isolierung der PCR-Produkte wurden die Fragmente in einem 
zweiten Schritt in äquimolaren Verhältnissen in einer Fusions-PCR als Matrize eingesetzt. Als Primer 
konnten pSVL(sense) und pSVL(antisense) eingesetzt werden. Das Produkt wurde anschließend über 
die Schnittstellen XhoI und BstEII in den Expressionsvektor pSVLgp130 einkloniert. Der 
Ligationsansatz wurde in E.coli JM83 transformiert und die aus den Bakterien isolierte Plasmid-DNA 
durch Sequenzierung auf erfolgreiche Einführung der Punktmutation kontrolliert. Abb. 5 verdeutlicht 
schematisch das Klonierungsprinzip. 
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Abb. 5 Klonierung der gp130-Punktmutanten 
 
 
3.4.2 Klonierung der Cysteinmutanten in Domäne 5 des gp130 
 
Die Cysteinmutanten wurden nach dem in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Prinzip kloniert. Es wurden die 
nachfolgend aufgeführten Oligonukleotide verwendet: 
 
  C458A (sense):         ATACTTGAGTGGGCTGTGTTATCAG 
               (antisense):   ATCTGATAACACAGCCCACTCAAGTAT 
  C466A  (sense):        GATAAAGCACCCGCTATCACAGACTGG 
                (antisense):  CCAGTCTGTGATAGCGGGTGCTTTATCTG 
  C491A  (sense):        GCAGAGAGCAAAGCCTATTTGATAACAG 
                (antisense):  TGTTATCAAATAGGCTTTGCTCTCTG 
 
3.4.3 Klonierung der Deletionsmutanten ∆4, ∆5, ∆6 
 
Für die Klonierung der Deletionsmutanten ∆4, ∆5 und ∆6 (schematisch dargestellt in Abb. 14) wurden 
folgende Oligonukleotide verwendet: 
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pSVL (sense):      5´-GTGTTACTTCTGCTCT-3´ 
∆4 (antisense):      5´-CTTGGTGCTTTCCCGGGTCTATCTTCATAGG-3´  
∆5 (antisense):      5´-TTTAAGATCCATCCCGGGGTGAGTAG-3´ 
∆6 (antisense):      5´-GTAGGTCCTTTCCCGGGTGGAGCTTGTTTAAGG-3´ 
 
pSVL (antisense): 5´-TCTAGTTGTGGTTTGT-3´ 
∆4 (sense):            5´-GCTACTCACCCCGGGATGGATCTTAAAG-3´ 
∆5 (sense):            5´-CCACCTTCCCCCGGGCCTACTGTTCGG-3´ 
∆6 (sense):            5´-CCAAAGTTTGCTCCCGGGGAAATTGAAG-3´ 
 
 
Die Klonierung erfolgte nach dem folgenden Prinzip: Die Matrize für die PCR wurde durch den 
Vektor pSVL∆EcoRI gestellt, in den die cDNA des humanen gp130 über die Schnittstellen für XhoI und 
BamHI einkloniert wurde (pSVL-gp130 ∆EcoRI). In einer ersten PCR wurde ein Fragment erstellt, das 
am 5´-Ende vom pSVL(sense)-Primer begrenzt wird, am 3´-Ende von einem der ∆(antisense)-Primer. 
Das Fragment kodiert für den Bereich kurz vor dem N-Terminus von gp130 bis hin zum Beginn der zu 
deletierenden Domäne. In einer zweiten PCR konnte ein Fragment amplifiziert werden, das an seinen 
Enden durch die Primer pSVL(antisense) am 3´–Ende und durch den jeweiligen ∆(sense)-Primer am 
5´–Ende flankiert wird. Das entstandene Fragment kodiert für den Bereich stromabwärts der zu 
deletierenden Domäne und endet hinter dem 3´-Ende von gp130. Die beiden Amplifikate enthielten 
aufgrund der gewählten Oligonukleotide eine Schnittstelle für das Restriktionsenzym XmaI (innerhalb 
der angegebenen Primer unterstrichen), die die zu deletierende Domäne zu beiden Seiten begrenzt. 
Nach Isolation der entsprechenden DNA aus Agarosegelen konnten die Fragmente mit Hilfe von 
Restriktionsendonukleasen gespalten werden. Das erste Fragment wurde mit XhoI und XmaI verdaut, 
das zweite mit XmaI und BstEII. In einer 3 Fragment Ligation konnten die beiden Abschnitte in den 
mit XhoI und BstEII geöffneten Vektor pSVL-gp130 einkloniert werden. Der Ligationsansatz wurde in 
E.coli JM83 transformiert und die aus den Bakterien isolierte Plasmid-DNA durch Restriktion und 
Sequenzierung kontrolliert. Abb. 6 verdeutlicht schematisch die Klonierung. 
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Abb. 6 Klonierung der gp130-Deletionsmutanten 
 
 
3.4.4 Klonierung der Rezeptorchimären 
 
Für die Klonierung der Rezeptorchimären D4-GCSFR, D5-GCSFR und D6-GCSFR (schematisch 
dargestellt in ) wurden folgende Oligonukleotide benutzt: 
 
D4-GCSFR: 
 
(sense)     
(antisense) 
5´-ACTACCGAACGGGCCCCCGGGGTCAGACTGGACACATGG-3´ 
5´-TCGGGCCATGGCATGCCCGGGGGTCAGAGCTGGG-3´ 
D5-GCSFR: 
 
(sense)   
(antisense) 
5´-GGCCCAGCTCTGACCCCCGGGCATGCCATGGCCCG-3´ 
5´-TAGATGCAGCTCTGGCCCGGGGGAGGGAGCCATTTC-3´ 
D6-GCSFR: (sense) 5´-TACTCTCAAGAAATGCCCGGGTCCCATGCCCCAGAG-3´ 
 (antisense) 5´-GCCCAGGATGATGTGTAGCTCCCCGGGCTCTGGGGTCAAGGT-3´ 
 
Als Matrize für die PCR diente die cDNA des humanen GCSFR im Vektor pBabe. Die sense- und 
antisense-Primer sind so gewählt, daß sie die entsprechende Domäne des GCSFR, die amplifiziert 
werden soll, vom 5´-Ende und 3´-Ende her flankieren. Gleichzeitig wurden dem PCR-Produkt durch 
die Oligonukleotide an beiden Enden der Domäne Schnittstellen für XmaI eingeführt (Die durch PCR 
eingefügten XmaI Schnittstellen sind in der Oligonukleotidsequenz unterstrichen). Das PCR-Fragment 
der amplifizierten Domäne wurde nach Extraktion aus dem Agarosegel mit dem Restriktionsenzym 
XmaI geschnitten. Der Vektor der korrespondierenden Deletionsmutante wurde ebenfalls durch XmaI 
geöffnet und mit dem geschnittenen PCR-Produkt ligiert. Der Ligationsansatz wurde in E.coli JM83 
transformiert und die aus den Bakterien isolierte Plasmid-DNA durch Restriktion und Sequenzierung 
auf den einmaligen Einbau und die richtige Orientierung der Domäne im Vektor kontrolliert. Abb. 7 
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verdeutlicht schematisch die Klonierung. 
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Abb. 7 Klonierung der Rezeptorchimären D4-GCSFR, D5-GCSFR und D6-GCSFR 
 
 
3.4.5 Subklonierungen von Mutanten 
 
Die gp130-Mutanten konnten über die Restriktionsstellen XhoI und EcoRI aus dem Vektor 
pSVL-gp130∆EcoRI in den Expressionsvektor pSVLshgp130-IgG subkloniert werden. Dies war 
möglich, da die vektoreigene EcoRI-Schnittstelle des Plasmids pSVL im Plasmid pSVL∆EcoRI entfernt 
wurde. Der resultierende Vektor kodiert für ein lösliches Protein, bestehend aus dem Extrazellulärteil 
des gp130 und einer am C-Terminus anschließenden konstanten Domäne des humanen IgG1. Über die 
gleichen Schnittstellen erfolgte eine Subklonierung in den Vektor pSVL gp130-Yγ440. Dieser Vektor 
kodiert für die Extrazellulär-, Transmembran- und einen Teil der Intrazellulärregion des gp130. Das 
C-terminale Ende wird von dem STAT-1 aktivierenden Modul Yγ440 flankiert. Um Mutanten in den 
Expressionsvektor pSVLshgp130-flag zu klonieren, wurden die Restriktionsschnittstellen für XhoI 
und SpeI genutzt. Der Vektor kodiert für ein lösliches Protein, bestehend aus dem Extrazellulärteil des 
gp130, fusioniert mit einem C-terminalen flag-Epitop. Im Falle einiger Klonierungen mußte aufgrund 
von Unzugänglichkeiten der Schnittstellen auf alternative Klonierungsstrategien ausgewichen werden. 
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3.5 Proteinchemische und immunologische Methoden 
 
3.5.1 Herstellung von Zellysaten 
 
Die zu lysierenden Zellen wurden zunächst zweimal mit kaltem PBS/Vanadat gewaschen. Adhärente 
COS-7 Zellen konnten mit 0,75 ml Lysispuffer auf der Schale lysiert, abgeschabt und in ein 
Eppendorf-Mikroreaktionsgefäß pipettiert werden. Die nicht adhärenten Ba/F3-Zellen wurden durch 
Zugabe von PBS gewaschen und in einem niedrigtourigen Zentrifugationsschritt bei 4°C erneut 
separiert. Nach zweimaligem Waschen wurde das Sediment in 500 µl Lysispuffer aufgenommen. In 
beiden Fällen erfolgte eine Inkubation für 30 min auf Eis. Während dieses Zeitraums wurden die 
Lysate mehrfach mittels Vortex gemischt. Nach einem abschließenden Zentrifugationsschritt (20 min, 
14000 upm) konnte das Zellysat für weitere Experimente verwendet werden. 
 
 
PBS/Vanadat: PBS + 1 mM Na3VO4  
 
Lysispuffer: 20 mM TrisHCl  pH 7,6  
                 150 mM NaCl 
                 10 mM NaF 
                 1% Brij 
                 1 mM Na3PO4  
                 1 mM PMSF 
                 10 mM Benzamidin 
                 1 mM EDTA 
                 5 µg/ml Aprotinin 
                 5 µg/ml Leupeptin 
                 3 µg/ml Pepstatin A 
 
 
 
 
3.5.2 Proteinfällung mittels Trichloressigsäure 
 
Zum Aufkonzentrieren von Proteinlösungen wurden diese bis zu einer Endkonzentration von 
10% (w/v) mit Trichloressigsäure versetzt und 60 min bei 4°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine 
Zentrifugation bei 14000 upm für 15 min. Der Überstand wurde verworfen und das getrocknete 
Sediment konnte im gewünschten Volumen des entsprechenden Puffers aufgenommen werden. 
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3.5.3 Metabolische Markierung von Proteinen 
 
sIL-6R und sgp130-IgG: Zur metabolischen Markierung löslicher sgp130-IgG Proteine und 
entsprechender Punktmutanten wurden zunächst COS-7 Zellen mit den DNA-Konstrukten transfiziert. 
Im Falle des IL-6R wurde der Expressionsvektor pCDM8-gp80 benutzt. 48 h nach der Transfektion 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 15 min bei 37°C in 5 ml Cystein/Methionin-freiem 
Mangelmedium vorinkubiert. Die anschließende Markierung der Proteine erfolgte durch Zugabe von 
50 µCi/ml [35S]Cystein/Methionin (Tran[35S]label). Nach 6 h wurde 5 ml Vollmedium für weitere 
60 min zupipettiert. Zur Generierung einer löslichen Form des IL-6R wurde dem Medium der 
IL-6R-exprimierenden Zellen die shedding-Protease PMA in einer Konzentration von 0,1 µM 
zugegeben. Die radioaktiven Überstände konnten nun für die anschließende Immunpräzipitation und 
Bildung des Ternärkomplexes benutzt werden (vgl. Kap. 3.5.4 und 3.5.5). 
 
 
Mangelmedium:     MEM-Select-amin Kit (Gibco, Berlin) (ohne die AS Cystein und Methionin) 
                               0,2 %       BSA 
                               10 mM     Hepes-Puffer  pH7,3 
 
 
sIL-11R: Zur Herstellung des löslichen IL-11R wurden SF158 Zellen mit einem rekombinanten 
Baculovirus infiziert, der für den löslichen Rezeptor kodiert. 30 h nach der Transfektion wurden die 
semiadhärenten Zellen in Lösung gebracht, gewaschen und mit modifiziertem MEM für 1 h bei 27°C 
auf einem Schüttler inkubiert. Danach wurde das Cystein/Methionin-freie Medium unter Zugabe 
von 100 µCi/ml Tran[35S]label gegen frisches ausgetauscht. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 
3 h konnte der Überstand mit dem radioaktiven löslichen IL-11R eingesammelt werden. 
 
 
Mangelmedium:     MEM-Select-amin Kit (Gibco, Berlin) (ohne die AS Cystein und Methionin) 
                                
für die Kultivierung von SF158 Zellen zugegebene Substanzen: 
 
MgCl2 
KCl 
CaCl2 
MgSO4 
NaH2PO4 
α-Ketoglutarsäure 
Saccharose 
D-Glukose 
L-Asparagin 
L-Asparaginsäure 
L-Arginin 
L-Glutamin 
L-Histidin 
L-Leucin 
2280 mg/l 
3600 mg/l 
729 mg/l 
2580 mg/l 
1000 mg/l 
370 mg/l 
26680 mg/l 
700 mg/l 
350 mg/l 
350 mg/l 
700 mg/l 
600 mg/l 
3300 mg/l 
75 mg/l 
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3.5.4 Immunpräzipitation 
 
Immunpräzipitation löslicher shgp130-flag Proteine 
 
COS-7 Zellen wurden mit Plasmiden, die für shgp130-flag und die Punktmutanten kodieren, transient 
transfiziert (3.2.6). Nach 48 h wurden die Zellüberstände mit 0,25 µl/ml anti-Flag-Antikörper M2 in 
einem Rotationsschüttler bei 4°C über Nacht inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 1mg/ml 
Protein A-Sepharose. Die Sepharose war zuvor in TNET-Puffer vorgequollen und durch Zugabe eines 
Überschußes an Ziege-anti-mouse Antiserum abgesättigt worden. Nach mehrmaligem Waschen in 
TNET-Puffer wurde die Sepharose dem Präzipitat zugegeben und die Lösung erneut über Nacht 
inkubiert. Nach Zentrifugation (4000 upm, 30 sek) und einigen Waschschritten konnte das Präzipitat 
in TNET zur weiteren Behandlung aufgenommen werden.  
 
 
TNET:    20 mM     Tris-HCl  pH 7,5 
                140 mM   NaCl 
                4mM        EDTA 
                1% Triton X-100 
 
 
Immunpräzipitation löslicher shgp130-IgG Proteine 
 
Die Immunpräzipitation der shgp130-IgG Proteine erfolgte prinzipiell wie im vorangegangenen 
Absatz beschrieben. Eine Sedimentation der löslichen Proteine war hier jedoch allein durch Zugabe 
von Sepharose möglich. Die Bindung der Proteine konnte direkt über den konstanten Teil der IgG1 
Domäne der shgp130-IgG-Moleküle stattfinden. 
 
 
Immunpräzipitation aus Zellysaten 
 
Fraktionen von gewonnenen Zellysaten (vgl. Kap.3.5.1) wurden bei 4°C im Rotationsschüttler für 
1-12 h mit den jeweiligen Antikörpern inkubiert. Nach einem Waschschritt mit entsprechenden 
Waschpuffern wurde vorgequollene Sepharose für 12 h zugegeben. Anschließend konnte der Komplex 
in 2x-Laemmli-Puffer zur weiteren Analyse durch SDS-Gele aufgenommen werden. 
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3.5.5 Ternärkomplexbildung 
 
Zur Ausbildung der Ternärkomplexe zwischen IL-6/sIL-6R/sgp130 bzw. IL-11/sIL-11R/sgp130 
wurden die gewonnenen Proteine aus den Überständen transfizierter COS-7 Zellen verwendet und 
präzipitiert (s. Kap. 3.5.4). Im Falle der radioaktiv markierten Proteine wurden sgp130-IgG 
Rezeptoren mit 800 µl [35S]-sIL-6R und 400 ng IL-6 bzw. 800 µl [35S]-sIL-11R und 400 ng IL-11 in 
einem Gesamtvolumen von 1 ml versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 16 h bei 4°C im 
Rotationsschüttler wurden die Komplexe in TNET-Puffer gewaschen und in einem SDS-Gel separiert. 
Für die Ternärkomplexbildung mit den sgp130-flag Proteinen wurden 30 nM IL-6 und 70 nM sIL-6R 
eingesetzt. 
 
 
3.5.6 Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde eine 
diskontinuierlichen Elektrophorese nach Laemmli (Laemmli, 1970) in einer vertikalen 
Flachgelkammer durchgeführt. Die jeweiligen Proben wurden in reduzierendem 2x Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen und durch anschließendes  Erhitzen auf 95°C für 5 min denaturiert. 
Unlösliche Bestandteile wurden durch Zentrifugieren (15 s, 14000 upm) abgetrennt. Die 
Elektrophorese erfolgte bei 20°C und 25 mA. 
 
 
2x Probenpuffer:                  20%    Glycerin 
                                 4%   SDS 
                                 125 mM   TrisHCl 
                                 0,002%   Bromphenolblau 
                                 10%   2-Mercaptoethanol  
 
4x Trenngelpuffer:                  1,5 M        TrisHCl  pH 8,8 
                                 0,4%   SDS 
  
4x Sammelgelpuffer:              0,5 M    TrisHCl  pH 6,8 
                                 0,4%   SDS 
 
Acrylamidlösung:                 22,2%   Acrylamid 
                                 0,6%   Bisacrylamid 
 
10x Laufpuffer:                 0,25 M   Tris-Base  pH 8,3                       
                                 1,92 M   Glycin 
                                 1%   SDS 
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3.5.7 Fluorographie 
 
Im Falle einer SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese mit [35S]-markierten Proteinen wurde der 
Auftrennung der Proteine zur Erhöhung der Nachweisempfindlichkeit eine Fluorographie 
angeschlossen (Chamberlain, 1979). Zu diesem Zweck erfolgte eine 30 minütigen Fixation der 
Proteine im Gel mit 20% Methanol / 10% Eisessig. Das Gel wurde danach 30 Minuten gewässert und 
weitere 30 Minuten mit 1M Natriumsalicylatlösung behandelt. Anschließend erfolgte die 
Vakuumtrocknung der Gelmatrix sowie die Exposition auf einem Röntgenfilm (Dupont Cronex) für 
8-16 Stunden. Die Proteinmengen konnten mit dem PhosphorImager Storm 840 (Molecular Dynamics, 
Krefeld) quantifiziert werden. 
 
 
 
3.5.8 Elektroblot und Immundetektion 
 
Die elektrophoretisch getrennten Proteine (s. Kap. 3.5.6) wurden mittels einer semi-trockenen 
Elektroblotmethode auf eine PVDF-Membran transferiert (Kyhse-Anderson, 1984). Die Membran 
wurde anschließend zur Unterdrückung unspezifischer Bindungen 15 min mit einer 10%igen 
Rinderserum-Albumin Lösung in TBS-N geblockt. Danach erfolgte eine einstündige Inkubation mit 
der jeweiligen Antikörperlösung (1 µg/ml in TBS-N), gefolgt von Waschschritten zur Beseitigung 
nicht gebundenen Antikörpers. Anschließend wurde ein HRP-konjugierter Sekundär-Antikörper für 
30 Miuten zugegeben. Die entstandenen Immunkomplexe konnten mit Hilfe des ECL-
Detektionssystems auf Röntgenfilmen visualisiert werden (ECL = enhanced chemiluminescence, 
Amersham Pharmacia Biotech). 
 
TBS-N: 20 mM   TrisHCl  pH 7,4 
 137 mM    NaCl 
 0,1%   Nonidet P-40 
 
 
 
3.5.9 Präparation von Kernextrakten 
 
Die zu untersuchenden Zellen wurden zur Induktion der STAT-Aktivierung mit IL-6/sIL6-R bzw. 
IL-11/sIL-11R oder mit agonistischen Antikörpern bei 37°C stimuliert. Folgende Mengen wurden 
dabei eingesetzt: 4 ng/ml IL-6 und 500-ng/ml sIL-6R oder 40 ng/ml IL-11 und 300 ng/ml sIL-11R 
(COS-7 Zellen), 33 ng/ml IL-6 und 500-ng/ml sIL-6R oder 150 ng/ml IL-11 und 700 ng/ml sIL-11R 
(Ba/F3 Zellen), bei Antikörperstimulation je 1µg/ml B-S12-G7 und B-P8 (Ba/F3 Zellen). Nach 15 
minütiger Inkubation wurden die Zellen zweimal mit kaltem PBS/Vanadat gewaschen und die 
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adhärenten Zellinien mit einem Schaber von der Platte gelöst. Anschließend folgte die Präparation der 
Kernextrakte. Dazu wurden die Zellen in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß sedimentiert und in 400 µl 
hypotonem Puffer A resuspendiert. Nach zehn Minuten Inkubation auf Eis wurden die Zellen 
mechanisch lysiert (10 sek vortexen) und erneut zentrifugiert. Das Sediment mit der Kernfraktion 
wurde in 50-100 µl hypertonem Puffer C aufgenommen und 20 min auf Eis inkubiert. Durch die 
anschließende Zentrifugation (2 min, 14000 upm) konnte die kernproteinhaltige Fraktion mit dem 
Überstand abgenommen werden. Der Proteingehalt in den Kernextrakten ließ sich nachfolgend mit 
dem Biorad-Protein-Assay bestimmen (3.5.10).  
 
PBS/Vanadat:                      PBS 
                 100 µM     Na3VO4 
 
Puffer A:  10 mM     HepesKOH  pH 7,8 
                 1,5 mM     MgCl2 
                 10 mM     KCl 
                 0,5 mM       DTT 
                 0,2 mM        PMSF 
                 1 mM     Na3VO4 
 
Puffer C:   20 mM     HepesKOH  pH 7,8 
                 1,5 mM      MgCl2 
                 420 mM     NaCl 
                 0,2 mM     EDTA 
                 25% (v/v)   Glycerin 
                 0,5 mM      DTT 
                 0,2 mM     PMSF 
 
 
 
3.5.10 Proteinkonzentrationsbestimmung 
 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Lösung erfolgte nach Bradford et al.(1976). Hierzu 
wurde ein Kit der Firma Biorad (München) benutzt. 5 µl der Proteinlösung wurden in eine Mischung 
aus 800 µl Wasser und 200 µl Biorad-Lösung gegeben. Das Prinzip des Tests beruht darauf, daß ein 
Coomassie-Brilliantblau Farbstoff mit Argininresten der Proteine interagiert, wobei sich ein 
Absorptionsmaximum bei 595 nm ergibt. Der Assay ist geeignet, um Proteinmengen im Bereich von 
1-10 µg zu bestimmen. Nach Inkubationszeit des Gemisches von 10 min bei RT erfolgte die 
photometrische Bestimmung. Aus den Extinktionswerten konnte anhand einer Eichgeraden auf die 
Konzentration der Proteine in der Lösung geschlossen werden. 
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3.5.11 Radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA-Sonden 
 
Die radioaktive Markierung doppelsträngiger DNA erfolgte durch Auffüllen 5‘-überhängender Enden 
mit dem Klenow-Enzym (3.3.6). Zur radioaktiven Markierung wurde [32P]dATP eingesetzt, die 
anderen Nukleotide wurden unmarkiert hinzugefügt. Nach Inkubation des Reaktionsansatzes für 
30 min bei RT wurden die freien Nukleotide mit Hilfe des Qiaquick Nucleotide Removal Kits der 
Firma Qiagen (Hilden) abgetrennt. Die gebundene Radioaktivität wurde im β-Counter bestimmt. 
Als Sonde für die Bestimmung der STAT-Aktivierung in Kernextrakten wurde die radioaktiv 
markierte doppelsträngige DNA m67SIE verwendet. Hierbei handelt es sich um eine DNA-Sequenz, 
die das sis-induzierbare Element (SIE) des humanen c-fos-Promotors enthält. Die Sequenz beinhaltet 
eine Mutation (m67), so daß sowohl STAT1 als auch STAT3 an die Sonde binden können (Wagner et 
al., 1990). 
 
Markierungsansatz:                 2,5 pM   DNA-Sonde 
                                 6 µl   10x Restriktionspuffer M (Boehringer Mannheim) 
                                 je 1 µl   dCTP (0,5 mM), dGTP (0,5 mM), dTTP (0,5 mM) 
                                 2 µl   [α32P]dATP (3000 Ci/mmol, 0,01 Ci/ml) 
                                                1,5 µl   Klenow-Enzym (3U) 
                                                ad 60 µl   Wasser 
  
 
DNA-Sonde:                           m67SIE:     5‘-GATTGACGGGAACTG-3‘   (die STAT-Bindungsregion ist unterstrichen) 
  
 
 
 
 
3.5.12 Elektrophoretischer Mobilitätsshift Assay (EMSA) 
 
5 µg Kernprotein (3.5.9) wurden zur Ermittlung der STAT-Aktivität mit 9,5 µl Reaktionsgemisch und 
10000 cpm der radioaktiven m67SIE-Sonde für 10 min bei 20°C inkubiert. Während dieser Zeit 
erfolgte eine Bindung aktivierter STAT-Faktoren an die DNA. Die entstandenen Komplexe aus 
Protein und DNA ließen sich in einem 4,5%igen nativen Polyacrylamidgel auftrennen. Die 
Elektrophorese wurde bei 250 V durchgeführt. Der verwendete Laufpuffer, der Salze nur in sehr 
geringer Konzentration besitzt, wurde mit Hilfe einer Pumpe kontinuierlich bis zum Erreichen einer 
Lauffront von 12 cm umgewälzt. Danach wurde die Elektrophorese ohne Pumpe bis zu einer 
Gesamtlaufstrecke von 20 cm weitergeführt. Hierdurch konnte eine bessere Trennung der Komplexe 
erzielt werden, ohne ein erneutes Umwälzen von ungebundener Radioaktivität nach Austritt in die 
untere Pufferfraktion zuzulassen. Im Anschluß an die Elektrophorese wurde das Gel für 30 min in 
10% Methanol / 10% Eisessig fixiert und unter Vakuum getrocknet. Durch Autoradiographie konnten 
Protein-DNA-Komplexe sichtbar gemacht und im PhosphorImager quantifiziert werden. 
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Reaktionsgemisch:             4 µl       5x Gelshiftpuffer 
                                 0,1 µl       1 M DTT 
                                 0,2 µl       200 mM PMSF 
                                 1 µl       Poly(dI-dC) (1 mg/ml) 
                                 2 µl       BSA (10 mg/ml) 
                                 ad 9,5 µl      H2O 
 
 
5x Gelshiftpuffer:            50 mM       HepesKOH (pH=7,8) 
                                 5 mM       EDTA 
                                 25 mM       MgCl2 
                                 50% (v/v)     Glycerin 
 
 
Gellösung:                  6,75 ml         Acrylamidlösung (40 / 2%) 
                                 4,5 ml       Glycerin (99%) 
                                 3 ml       5x TBE 
                                 45 ml       Wasser 
                                 400 µl       APS (10%) 
                                 40 µl       TEMED 
 
 
TBE:                                   54 g       Tris 
                                 27,5 g       Borsäure 
                                 20 ml       0,5 M EDTA 
                                 ad 1000 ml   H2O  
                                                                      pH8,3  
 
 
3.5.13 Durchflußzytometrie 
 
Für die Durchflußzytometrie wurden 5x105-1x106 Zellen in kaltem PBS/Azid gewaschen und in 100 µl 
dieses Puffers aufgenommen. Adhärent wachsende Zellen konnten mit PBS + 10 mM EDTA von der 
Zellkulturschale gelöst werden. Es folgte eine Inkubation mit 0,5 µg eines gp130-Antikörpers für 
30 min auf Eis. Nach einem Waschschritt mit PBS/Azid wurde zur Detektion ein 
R-Phycoerythrin-konjugiertes Kaninchen-anti-Maus IgG-Fab eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 
weitere 30 min bei 4°C, gefolgt von einem Waschschritt mit kaltem PBS/Azid. Anschließend konnten 
die Zellen in Puffer resuspendiert und 104 Zellen durchflußzytometrisch in einem FACScalibur 
(Becton Dickinson) mit 488 nm Argonlaser analysiert werden. 
 
PBS/Azid: 5% FCS 
               0,1% NaN3 
                 in PBS 
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3.5.14 Indirekte Immunfluoreszenz 
 
Transient transfizierte COS-7 Zellen (105 Zellen) wurden in einer 24-Loch Zellkulturplatte auf 
Deckgläschen ausgesäht. Nach 48 h wurden die Zellen mit PBS/CM gewaschen. Anschließend 
erfolgte die Fixation mit 2% Paraformaldehyd. Anschließend wurden die Zellen zur Unterdrückung 
der Eigenfluoreszenz des Paraformaldehyds für 5 min mit NH4Cl inkubiert. Unspezifische 
Antikörperbindungsstellen wurden durch 30 min Inkubation mit 1% BSA in PBS/CM blockiert. Es 
folgte nun die Zugabe eines gp130-Antikörpers (5 µg/100 µl PBS/CM) für 20 min. Nach 
Waschschritten mit PBS/CM / 0,2% BSA konnte die Detektion mit einem Rhodamin-konjugierten 
Kaninchen-anti-Maus Ig (1:200 Verdünnung) erfolgen. Die Deckgläschen wurden in MowiolTM 4-88 
(Calbiochem; La Jolla, CA, USA) eingebettet und im Fluoreszenzmikroskop analysiert und 
photographiert. 
 
PBS/CM:          1 mM         MgCl2 
                          0,1 mM      CaCl2 
                          in PBS 
 
 
3.5.15 Promotorstudien in HepG2 Zellen 
 
In den Promotorstudien wurden Plasmide eingesetzt, die für gp130 bzw. D5-GCSFR kodieren. Nach 
Stimulation der exprimierten Rezeptoren wurde ein zutransfizierter Promotor (α2M) aktiviert, dem das 
Reportergen für das Enzym Luciferase nachgeschaltet ist. Die Luciferasewerte konnten anschließend 
bestimmt werden. 
Ein zutransfiziertes β-Galaktosidasekonstrukt diente als Kontrolle der Transfektionseffizienz, da 
β-Galaktosidase unabhängig vom Stimulus exprimiert wird. So konnten die erhaltenen 
Luciferasewerte untereinander verglichen werden. 
 
HepG2 Zellen wurden nach der Calciumphosphatmethode transient mit den folgenden Konstrukten 
transfiziert (Kap.3.2.7): 
 
3µg      gp130- bzw. D5-GCSFR- DNA 
6 µg     α2M-Promotor / Luciferase-Reportergen 
2 µg     β−Galaktosidase-Reporterplasmid 
 
 
24 h nach der Transfektion erfolgte die Stimulation der Zellen im Medium mit 10 ng/ml IL-6. Die  
weitere Inkubation für 16 h fand bei 37°C statt. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit kaltem 
PBS gewaschen und in 300 µl standardisiertem Reporterlysispuffer der Firma Promega (Madison, WI) 
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aufgenommen. Nach einer halben Stunde bei 4°C wurde das Lysat bei 13000 rpm (4°C, 4 min)  
zentrifugiert und zur weiteren Verwendung in ein neues Eppendorfgefäß überführt. 
Je 10 µl der gewonnenen Lysate wurden als Doppelansatz in eine 96-Loch Luminometer-Platte 
überführt und für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.  Nach Zugabe von 50 µl Luciferase-Substrat 
erfolgte die  enzymatische Spaltung durch die Luciferase. Im Verlauf der Reaktion wird Licht 
freigesetzt, die Lumineszenz konnte mit dem Luminometer quantifiziert werden. Der Wert konnte nun 
zur Bestimmung der Promotoraktivität benutzt werden.  
Weitere 100µl der Lysate wurden in einem Eppendorfgefäß vorgelegt und mit 500µl 
β−Galaktosidasepuffer gemischt. Dem Ansatz wurde bei 37°C 100µl ONPG  zugegeben. Das farblose 
ONPG wird durch enzymatische Spaltung zum gelben ONP (Nebenprodukt: Galaktose) umgesetzt. 
Die Reaktion wurde mit Na2CO3 gestoppt und die Absorption bei 420 nm im Photometer gemessen. 
Der ermittelte Wert konnte als Kontrolle der Transfektionseffizienz genutzt werden. 
 
β Galaktosidasepuffer: 40mM NaH2PO4 
   1mM KCl 
   1mM MgCl2 
   60 mM Na2HPO4 
   930µl β-Mercaptoethanol/500ml 
 
ONPG   1 mg/ml 
 
1M  Na2CO3  pH 8,0 
 
 
 
Zur Berechnung der Promotor-Induktion wurde der gemessene Luciferasewert über die 
β-Galaktosidase-Aktivität angeglichen.  Auch wurde der entsprechende unstimulierte Ansatz jeweils 
von dem nach Stimulation erhaltenen Wert subtrahiert.  Aus mindestens drei unabhängigen 
Doppelansätzen wurde so die –fache Induktion des Promotors durch gp130-Aktivierung bestimmt. 
 
 
 
3.5.16 Proliferationstest mit Ba/F3-gp130-Zellen 
 
Stabil transfizierte Ba/F3 Zellen wurden zweimal in RMPI gewaschen. In einer 96-Loch 
Zellkulturplatte wurden je 2x104 Zellen in 100 µl IL-3 freiem Medium aufgenommen. Zur Induktion 
des Zellwachstums wurden die Zellen in einer 1:2-Verdünnungsreihe beginnend mit 20 ng/ml IL-6 
und konstanten Mengen sIL-6R (1 µg/ml) inkubiert. Die Stimulation mit agonistischen 
gp130-Antikörpern erfolgte durch eine 1:2 Verdünnungsserie ausgehend von 80 µg/ml äquimolarer 
Konzentration der Antikörper. Nach Kultivierung für 72 h erfolgte die kolorimetrische Quantifizierung 
Material & Methoden   45
 
metabolisch aktiver Zellen mittels des Cell Proliferation Kit II (XTT-Test) (Boehringer Mannheim; 
Mannheim). Hierbei kommt es zu einer Umsetzung des Tetrazoliumsalzes XTT durch Reaktion mit 
metabolisch aktiven Zellen, was photometrisch nach 4 h erfassbar ist. Die spektralphotometrische 
Messung der Extinktion erfolgte bei 450 nm (Referenzwellenlänge 650 nm) am ELISA-Lesegerät der 
Firma SLT. 
 
 
3.5.17 Bestimmung der Bindungsaffinität durch Scatchard-Analyse 
 
Stabil transfizierte Ba/F3 Zellen wurden in 24-Loch Platten ausgesät (25000 Zellen/Loch) und für 
weitere 30 h kultiviert. Danach wurden die Zellen dreimal mit kaltem Bindungsmedium (4°C) 
gewaschen, wodurch die Internalisierung der Oberflächenrezeptoren gestoppt und folglich die Zahl der 
Rezeptoren an der Zelloberfläche konstant gehalten wurde. Für das Experiment wurde 125I-markiertes 
IL-6 (1340 cpm/fmol) hergestellt (Bolton and Hunter, 1973). Es erfolgte eine Vorinkubation von 
seriellen 1:2-Verdünnungen des 125I-markierten IL-6 (Startkonzentration: 8 nM) mit je 100 nM sIL-6R 
bei 4 h bei 4°C. Der eingesetzte Überschuß von sIL-6R gewährleistet, daß sich fast das gesamte 
radioaktiv markierte IL-6 im Komplex mit sIL-6R befinden. Dadurch kann man bei der Auswertung 
dieses vorgelagerte Gleichgewicht vernachlässigen.  
Die präparierten [125I]IL-6/sIL-6R-Komplexe wurden nun auf die Zellen gegeben und für 12 h bei 4°C 
inkubiert. Danach wurden die Überstände abpipettiert, die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und die 
Radioaktivität in den Überständen sowie die zellgebundene Radioaktivität für jede [125I]IL-6-
Verdünnung im γ-Counter bestimmt. Alle Experimente wurden als Doppelansatz durchgeführt und die 
Ergebnisse mit den Mittelwerten aus drei unabhängigen Versuchen zur Berechnung der Radioaktivität 
sowie der Affinitäten verwendet.  
 
 
3.5.18 Chemisches Crosslinking 
 
Beim chemischen Crosslinking wurden gp130-Proteinlösungen 40 min bei 4°C mit 100-1000 fachem 
molaren Überschuß des Crosslinkers BS3 (Bis-(Sulfosuccinimidyl)-suberat, Amersham) inkubiert. 
Dieser Crosslinker vernetzt Proteine über deren Lysinseitenketten kovalent. Zur Termination der 
Reaktion wurde das Gemisch mit einem Überschuß Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan versetzt, 
wodurch verbliebene Crosslinkermoleküle inaktiviert wurden. Die Methode wurde zur Stabilisierung 
von gp130-Dimeren eingesetzt, um diese in SDS-Gelen nachzuweisen. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Die Rolle der drei membrandistalen Domänen des gp130 bei 
der Ligandenbindung 
 
4.1.1 Auswahl von Aminosäuren im Modell des gp130-CBM zur Mutagenese 
 
Zur Kartierung von Aminosäureresten, die an der Bindung zwischen IL-6/sIL-6R bzw. IL-11/sIL-11R 
und dem Rezeptor gp130 beteiligt sein könnten, wurde ein dreidimensionales Modell des ternären 
Komplexes aus IL-6/sIL-6R und dem CBM von gp130 (Grötzinger et al., 1997) verwendet. Das 
Modell basiert auf der Röntgenstruktur des humanen Wachstumshormons (hGH) im Komplex mit 
zwei Molekülen seines Rezeptors (hGHR) (de Vos et al., 1992). Mit Hilfe dieses Modells konnte 
bereits ein wichtiger Aminosäurerest für die Bindung von IL-6/IL-6R an gp130 identifiziert werden. 
Es handelt sich hierbei um die Aminosäure Valin 252, die in der membranproximalen Domäne des 
CBM (D3) lokalisiert ist (Horsten et al., 1997). Die entscheidende Rolle dieses Restes für das 
IL-11/IL-11R-System wurde ebenfalls bestätigt (Dahmen et al., 1998).  
Das Modell des gp130-CBM ist in Abb. 8 dargestellt. Zur Identifizierung weiterer essentieller 
Bindungsstellen der Liganden an das CBM wurden in Frage kommende Aminosäurreste anhand dieses 
Modells zur Mutagenese ausgewählt. In der membranproximalen Domäne des CBM sollte die 
Funktion der an das V252 angrenzenden Reste im B-C-loop geklärt werden. Somit wurde eine 
Mutagenese der Reste I253 und I254 durchgeführt. I253 liegt nicht in einer stark exponierten Position 
und wurde gegen Alanin ausgetauscht. I254 wurde durch die geladene Asparaginsäure ersetzt, da so 
eine möglichst große Störung der hydrophoben Interaktion im Bereich des V252 eingebracht werden 
konnte. Die in der Primärstruktur des Proteins folgende Aminosäure L255 wurde nicht mehr 
ausgewählt, da sie im gefalteten Protein voraussichtlich schon zum C-Strang gehört und zudem nicht 
nach außen gerichtet ist. Darüberhinaus besteht die Möglichkeit, daß die hydrophobe Interaktion des 
V252 durch eine Reihe geladener Aminosäuren im räumlich benachbarten F-G-loop gegenüber der 
äußeren Umgebung abgeschirmt wird. Auch wird eine Ligandenspezifität oft über geladene Reste 
determiniert. Eine Ladungsumkehr der Reste EDGK(304-307) im F-G-loop zu KKGE kann 
möglicherweise dazu führen, daß die Interaktion nicht mehr effizient abgeschirmt wird bzw. der 
Ligand nicht mehr erkannt wird. 
Im Komplex des Wachstumshormons mit seinen Rezeptoren wurde gezeigt, daß ein Tryptophan-Rest 
im E-F-loop der membrandistalen Domäne des CBM des Wachtumshormonrezeptors essentiell für die 
Bindung des Liganden ist (Clackson and Wells, 1995). In der membrandistalen Domäne des 
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gp130-CBM befinden sich die Reste Y190 und F191 in analoger Position dieser Seitenkette und 
wurden aus diesem Grund gegen geladene Reste ausgetauscht. Da die Aminosäure E195 
voraussichtlich keinen Einfluß auf die Ligandenbindung hat, wurde sie als interne Kontrolle zur 
Mutagenese gewählt. 
Die ausgesuchten Aminosäuren im CBM wurden nun mit Hilfe der PCR-Technik mutiert und die 
PCR-Fragmente in die entsprechenden Vektoren eingebracht (Material & Methoden, Kap. 3.4.1 und 
3.4.5). 
 
 
 
 
 
Abb. 8 Molekulares Modell des gp130-CBM 
Das abgebildete Modell des CBM von gp130 ist an die Struktur des humanen GHR angelehnt (de Vos et al., 1992). Es zeigt 
einen Ausschnitt aus dem Komplex zwischen IL-6/IL-6R/gp130-CBM (Grötzinger et al., 1997). Die zur Mutagenese 
gewählten Aminosäuren sind gekennzeichnet. Die Positionen der Reste sind wie folgt: Y190 und F191 befinden sich im 
E-F-loop von D2; E195 im F-Strang von D2; V252, I253 und I254 liegen im B-C-loop von D3; E304, D305,G306 und K307 
im F-G-loop von D3. 
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4.1.2 Biologische Aktivität der gp130-Punktmutanten im CBM 
 
Unter der Annahme, daß eine reduzierte Bindungsfähigkeit der gp130-Punktmutanten sich in der 
Reduktion der biologischen Antwort widerspiegelt, wurde zunächst die biologische Aktivität der 
Konstrukte überprüft. Hierzu erfolgte eine Transfektion von COS-7 Zellen mit dem Expressionsvektor 
der jeweiligen Mutante. Um eine Vergleichbarkeit der biologischen Aktivität untereinander zu 
gewährleisten, wurde mit einem Teil der Zellpopulationen zunächst eine Analyse der 
Oberflächenexpression mittels FACS durchgeführt (Abb. 9). So können Unterschiede in der 
STAT-Aktivierung nicht auf verschieden starke Oberflächenexpression der Rezeptoren zurückgeführt 
werden. Zur Quantifizierung der Expression wurden transient transfizierte COS-7 Zellen zunächst mit 
dem gp130 Antikörper B-P4 inkubiert und nach einem Waschschritt mit einem 
R-Phycoerythrin-konjugierten Zweitantikörper angefärbt. Da der Antikörper B-P4 gegen die Domäne 
D4 gerichtet ist, kann eine Beeinflussung seiner Affinität zu einem durch eine Punktmutation in D2 
oder D3 veränderten gp130 Molekül nahezu ausgeschlossen werden. 
Abb. 9 zeigt die Histogramme der jeweiligen Zellpopulationen im FACS. Bei der ersten Kontrolle 
(co1) sind  Zellen dargestellt, die mit Leervektor transfiziert und nur mit Zweitantikörper angefärbt 
wurden. Die Verschiebung des Peaks in Richtung höherer Fluoreszenzintensität nach 
vorausgegangener Inkubation mit B-P4 in den mit Leervektor transfizierten Kontrollzellen (co2) zeigt 
die Menge des endogenen gp130 in diesen Zellen an. Die mit den entsprechenden 
Expressionsvektoren für gp130 und den Punktmutanten transfizierten Zellen wurden ebenfalls mit 
B-P4 und Zweitantikörper markiert. Der Marker (M) zeigt die durch Transfektion erzielte Expression 
der Proteine an. Anhand der Histogramme konnte die Oberflächenexpression der Rezeptoren 
quantifiziert und im Falle unterschiedlich hoher Effizienzen der Transfektion bei der Ermittlung der 
STAT-Aktivierung berücksichtigt werden. 
Ein zweiter Teil der jeweiligen Zellpopulation wurde nun auf die biologische Antwort nach 
Stimulation mit den Zytokinen getestet.  
Die Stimulation der Zellen mit IL-6/sIL-6-Rezeptor bzw. IL-11/sIL-11R führt über endogenes gp130 
zu einer vorwiegenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT3. Um diese Aktivierung von 
derjenigen abzugrenzen, die über zusätzlich transfiziertes gp130 bzw. die Punktmutanten erzielt wird, 
wurde zum einen die Konzentration an IL-6 so niedrig gewählt, daß die Aktivierung von STAT3 über 
endogene Rezeptoren nicht stattfindet. Zum anderen wurde das STAT rekrutierende Modul des 
zutransfizierten Rezeptorgens durch ein stark STAT1 aktivierendes Modul aus dem Interferon-γ-
Rezeptor ersetzt (gp130γ). 
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Abb. 9 Oberflächenexpression der gp130 Punktmutanten 
COS-7 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130γ und den entsprechenden Punktmutanten transient transfiziert. 
Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde ein kleiner Teil der Zellen mit dem gp130 Antikörper B-P4 und nachfolgend mit 
einem R-Phycoerythrin-konjugierten Zweitantikörper für die FACS-Analyse vorbereitet. Der in den Histogrammen 
angegebene Marker (M) zeigt die Expression von gp130 bzw. der Punktmutanten an. Die Kontrolle (co1) zeigt das 
Histogramm für Zellen, die lediglich mit Zweitantikörper angefärbt wurden, die 2. Kontrolle (co 2) gibt das 
Verteilungsmuster mit Leervektor transfizierter Zellen an, das dem endogenen gp130 entspricht. Die restlichen Zellen jeder 
Analyse wurden für die Präparation von Kernextrakten verwendet. 
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Die Stimulation transfizierter Zellen erfolgte mit 4 ng/ml IL-6 und 500 ng/ml sIL-6R oder 
40 ng/ml IL-11 und 300 ng/ml sIL-11R. 15 min nach der Stimulation wurden die Kernextrakte 
präpariert. 5 µg Protein des Kernextrakts wurde mit einer radioaktiven DNA-Sonde inkubiert, an die 
aktivierte STAT-Faktoren binden können. Im folgenden EMSA konnte nun die DNA-Bindung 
ermittelt werden (Abb. 10). Mit gp130γ transfizierte Zellen zeigen nach Stimulation mit den Zytokinen 
eine starke STAT1-Aktivierung, die bei den mit Leervektor transfizierten Kontrollzellen (co) 
ausbleibt. 
Im Falle einer IL-6 Stimulation ist V252 die wichtigste Aminosäure im B-C-loop der dritten Domäne 
von gp130. Die Punktmutante zeigt eine stark abgeschwächte STAT-Aktivierung. Die STAT1 
Aktivierung nach IL-11 Stimulation ist sowohl im Falle der Mutation V252D, als auch im Fall von 
I253A und I254D in ähnlicher Weise reduziert. Dies kann für ein erweitertes Bindungsepitop in 
diesem Bereich sprechen oder Ausdruck einer generell stärkeren Anfälligkeit der biologischen 
Aktivität bei Punktmutationen im gp130 nach IL-11-Stimulation sein. Der Austausch des F-G-loops 
(304-307) hat lediglich einen moderaten Effekt auf die biologische Aktivität. Die Mutation der 
Aminosäure E195 hat wie erwartet keinen Einfluß auf die STAT1 Aktivierung nach Stimulation mit 
IL-6, jedoch führt sie überraschenderweise im IL-11-System zu deutlich reduzierter Aktivität.  
Betrachtet man die gewählten Punktmutanten in der 2. Domäne des gp130, so führt die Mutation der 
Aminosäuren Y190 und F191 zu stärkster Reduktion der STAT1 Aktivierung nach Stimulation 
sowohl mit IL-6 als auch mit IL-11. Tab. 2 zeigt die prozentuale Restaktivität der für die biologische 
Antwort wichtigsten Aminosäuren nach Stimulation mit IL 6/sIL-6R und IL-11/sIL-11R. Zur 
Quantifizierung wurde ein PhosphorImager eingesetzt. 
 
 
 
 
 Biologische Aktivität nach 
IL-6 Stimulation (%) 
Biologische Aktivität nach 
IL-11 Stimulation (%) 
gp130γ 100 100 
F191Eγ 12,2 ± 4,5 2,8 ± 2,6 
Y190Kγ 13,6 ± 2,9 4,6 ± 2,4 
V252Dγ 13,1± 4,9 31,5± 15,2 
 
Tab. 2  Biologische Aktivität wichtiger gp130 Punktmutanten in Prozent 
Die quantitative Auswertung der biologischen Aktivität wurde mittels PhosphorImager durchgeführt. Die Aktivität des 
Wildtyp gp130 wird als 100% angegeben. Die Oberflächenexpression der Mutanten wurde bei der Berechnung der 
biologischen Aktivität einbezogen. Die Standardabweichung resultiert aus drei unabhängigen Experimenten. 
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Abb. 10  STAT-Aktivierung durch die gp130 Punktmutanten 
48 h nach transienter Transfektion von COS-7 Zellen mit gp130γ und den entsprechenden Expressionsvektoren der 
Punktmutanten erfolgte eine Stimulation der Zellen. A Die Zellen wurden mit IL-6 und sIL-6R stimuliert (+) oder 
unstimuliert belassen (-). Mit Leervektor transfizierte Zellen dienten als Kontrolle (co). B Entsprechend erfolgte auch die 
Stimulation mit IL-11 und sIL-11R. Nach 15 minütiger Stimulation wurde die Kernfraktion der Zellen zur Analyse der 
STAT-Aktivierung gewonnen. 5 µg Protein des Kernextrakts wurden in einem EMSA zur Auftrennung der Protein-DNA 
Komplexe eingesetzt. Als DNA-Sonde zur Bindung der STAT-Faktoren diente das 32P-markierte DNA-Fragment m67SIE. 
Der jeweils obere Teil der Abbildung zeigt exemplarisch eines von drei unabhängigen Gelshift-Experimenten. Die 
Quantifizierung der STAT-1 Bande erfolgte mittels PhosphorImager. Im unteren Teil der Abbildung ist die durchschnittliche 
STAT-Aktivierung der einzelnen Punktmutanten graphisch dargestellt, wobei die Aktivierung des Wildtyp gp130 mit 100 
angegeben wurde. Die Fehlerbalken ergeben sich aus den drei unabhängigen Experimenten. Die Oberflächenexpression der 
jeweiligen Mutante wurde bei der  Auswertung berücksichtigt. 
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4.1.3 Bildung ternärer Komplexe zwischen IL-6/sIL-6R bzw. IL-11/sIL-11R und 
sgp130-Punktmutanten 
 
Es konnte gezeigt werden, daß die Aminosäuren Y190 und F191 des gp130 eine stark reduzierte 
biologische Aktivität nach Stimulation mit den homodimer-induzierenden Liganden aufweisen (4.1.2). 
Bei der Mutante E195 war ein Unterschied in der STAT1 Aktivierung zwischen IL-6 und IL-11 zu 
beobachten. 
Um den direkten Einfluß dieser Mutationen auf die Ligandenbindung nachzuweisen, wurde die 
Bildung ternärer Komplexe zwischen IL-6/sIL-6R/sgp130 bzw. IL-11/sIL-11R/sgp130 untersucht. Zur 
quantitativen Analyse der Rezeptorkomplexe in Lösung mußten dazu die Proteine radioaktiv markiert 
werden. In einem ersten Schritt wurden die entsprechenden cDNAs der Rezeptoren in den Vektor 
pSVLshgp130-IgG kloniert. Die resultierenden Konstrukte bestehen aus der Extrazellulärregion des 
gp130, carboxyterminal fusioniert mit der konstanten Domäne des humanen IgG1 (gp130-IgG und 
Mutanten). Dies bietet den Vorteil, daß die löslichen Proteine direkt über Protein A-Sepharose 
präzipitiert werden können. Nach Transfektion mit der cDNA wurden COS-7 Zellen 48 h später in ein 
Cys/Met freies Mangelmedium gegeben. Danach erfolgte die Zugabe von Tran[35S]label 
([35S]Cystein/Methionin) zur Markierung neugebildeter Proteine. Nach einer Inkubationszeit von 8h 
konnten die gebildeten löslichen [35S] gp130-IgG-Proteine mit den Überständen eingesammelt werden. 
Auf die gleiche Art wurde löslicher IL-6R hergestellt. Der [35S]-markierte lösliche IL-11R wurde aus 
Baculozellüberständen gewonnen (s. Material & Methoden, Kap. 3.5.3). Im nächsten Schritt konnten 
die [35S] gp130-IgG-Proteine mittels Protein A-Sepharose über die IgG-Domäne präzipitiert und 
anschließend mit löslichem [35S]-α-Rezeptor im Überschuß und dem entprechenden Zytokin inkubiert 
werden. Nach Präzipitation wurden die auf diese Weise gebildeten ternären Komplexe gewaschen und 
durch Aufkochen separiert. Nachfolgend wurden die Proteine durch SDS-Polyacrylamid 
Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Fluorographie nachgewiesen (Abb. 11).  
Bei Ausbildung eines Ternärkomplexes ist eine Kopräzipitation des α-Rezeptors mit dem löslichen 
gp130  nachweisbar. Der α-Rezeptor kann weder in Abwesenheit des Liganden noch in Abwesenheit 
von gp130 präzipitiert werden (Abb. 11, jeweils 2. und 3. Spur von links). Während die Expression 
von gp130, Y190K und E195K in den Experimenten annähernd gleich ist, wird die Mutante F191E 
2-4fach schwächer exprimiert. Im Falle von F191 und Y190 liegt die Menge des kopräzipitierten 
α-Rezeptors am Rande des Detektionslimits. So kann nicht die schwächere Expression von F191 einen 
derartigen Verlust an kopräzipitiertem α-Rezeptor begründen. Die Aminosäuren F191 und Y190 sind 
somit entscheidende Bindungsstellen bei der Ausbildung des Komplexes aus IL-6/sIL-6R/sgp130 bzw. 
IL-11/sIL-11R/sgp130. Im Falle von E195K zeigte sich für IL-6/sIL-6R eine Bindung von 
durchschnittlich 73% verglichen mit dem Wildtyp gp130, für IL-11/sIL-11R ergab sich ein Wert von 
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84%. Die ähnliche Bindungsfähigkeit für IL-11 und IL-6 erklärt nicht die stark reduzierte STAT1 
Aktivierung dieser Mutante nach Stimulation mit IL-11. 
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bb. 11 Bindungsverhalten ausgewählter gp130 Punktmutanten im Ternärkomplex 
OS-7 Zellen wurden mit gp130-IgG und den ausgewählten Punktmutanten transfiziert. Nach 48 h erfolgte ein 
ulse-chase-labeling der Proteine mit [35S]-Methionin/Cystein. Weitere 8 h später konnten die neu synthetisierten 
p130-IgG-Proteine aus den Zellüberständen mittels Protein-A Sepharose präzipitiert werden. Zur Ausbildung eines ternären 
omplexes wurden die markierten gp130-IgG Proteine mit einem Überschuß an [35S]-sIL-6R und IL-6 (A) oder 
35S]-sIL-11R und IL-11 (B) inkubiert. Die präzipitierten Ternärkomplexe konnten nach einigen Waschschritten mittels 
DS-Gelelektrophorese separiert werden. Die radioaktiven Proteine wurden durch Autoradiographie sichtbar gemacht und 
ittels PhosphorImager quantifiziert. Die Molekulargewichtsstandards sind in Kilodalton angegeben. 
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4.1.4 Rolle der Domäne D1 des gp130 bei der Zytokinbindung und biologischen 
Aktivität nach Stimulation mit IL-6 und IL-11  
 
In vorausgegangenen Studien (Horsten et al., 1995) konnte gezeigt werden, daß für die Bildung eines 
Ternärkomplexes aus IL-6/sIL-6R mit gp130 die Domänen D1-D3 hinreichend sind. Nachdem die 
Bindungsstellen im CBM bezüglich der homodimerisierenden Liganden nun genauer untersucht 
worden sind, stellte sich die Frage, inwieweit die Domäne D1 in das Bindungsgeschehen involviert ist. 
Zur Klärung dieser Frage wurde eine gp130-Mutante kloniert, deren Extrazellulärregion lediglich aus 
den Domänen D2-D6 besteht, die Domäne D1 wurde gänzlich deletiert (∆D1γ). Zunächst wurde durch 
FACS-Analysen transfizierter COS-7 Zellen die Expression dieser Deletionsmutante auf der 
Oberfläche der Zellen überprüft (Abb. 12A). Nach Inkubation mit den entsprechenden Antikörpern 
zeigt die Verschiebung der Population im rechten Histogramm hin zu höherer Fluoreszenzintensität 
die Expression an (gekennzeichnet durch den Marker M). Die biologische Aktivität der 
Deletionsmutante wurde durch den in Kapitel 4.1.2 ausführlich beschriebenen STAT1 Aktivierungs-
Assay überprüft.  
COS-7 Zellen wurden hierzu mit der cDNA der zu untersuchenden Konstrukte tranfiziert und nach 
48h mit IL-6/sIL-6R bzw. IL-11/sIL11R stimuliert. Nach Präparation der Kernextrakte wurde die 
STAT-Aktivierung im EMSA untersucht. Teil B der Abb. 12 zeigt, daß weder nach Stimulation mit 
IL-6/sIL-6R noch nach Stimulation mit IL-11/sIL-11R eine Aktivierung von STAT-Faktoren über den 
Rezeptor ∆D1γ zu erzielen ist. Während die Inkubation der gp130γ Zellen mit den Zytokinen zu einer 
starken STAT-Aktivierung führt, entspricht die biologische Antwort des Rezeptors ∆D1γ annähernd 
dem Aktivitätsniveau der mit Leervektor transfizierten Kontrollzellen (co). 
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Abb. 12  ∆D1γ: Expression und STAT-Aktivierung  
A Transient transfizierte COS-7 Zellen wurden mittels FACS-Analysen auf die Oberflächenexpression des Rezeptors ∆D1γ 
überprüft. B STAT1 Aktivierung von ∆D1γ in COS-7 Zellen nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R oder IL-11/sIL-11R im 
EMSA. Mit Leervektor transfizierte Zellen dienten als Kontrolle (co). 
 
 
 
Zur Klärung der Frage, ob mangelnde Ligandenbindung an die Rezeptormutante die fehlende 
biologische Aktivität erklärt, wurden Bindungsversuche mit ∆D1 durchgeführt. Zunächst wurde die 
Mutante als lösliches IgG-Fusionsprotein in COS-7 Zellen exprimiert (∆D1-IgG). Aus den 
Zellüberständen der Zellen konnten die entsprechenden löslichen Rezeptoren durch Zugabe von 
Protein-A Sepharose sedimentiert werden. Nach einem Waschschritt erfolgte die Inkubation der 
Rezeptoren mit IL-6/sIL-6R oder Trx-IL-11/sIL-11R. Trx-IL-11 ist ein rekombinantes Fusionsprotein 
aus Thioredoxin und hIL-11, dessen Bioaktivität ununterscheidbar von der des hIL-11 ist (LaVallie et 
al., 1993; Dahmen et al., 1998). Aus technischen Gründen wurde das Trx-IL-11 in diesem Experiment 
vorgezogen. Die nach Inkubation gebildeten Proteinkomplexe konnten präzipitiert, durch 
SDS-Gelelektrophorese getrennt und im Westernblot analysiert werden (Abb. 13).  
Der jeweils obere Teil der Abbildung zeigt die Expression der löslichen Rezeptoren. Die Mutante 
∆D1-IgG weist gegenüber gp130-IgG aufgrund des Verlusts von 89 Aminosäuren eine höhere 
elektrophoretische Mobilität auf. Im unteren Teil der Abbildung zeigt der Westernblot jeweils eine 
Kopräzipitation von IL-6 und Trx-IL-11. Bei den gp130-IgG Proteinen läßt sich eine Präzipitation der 
Zytokine als Indikator für eine intakte Ligandenbindung nachweisen. Bei der Deletionsmutante 
∆D1-IgG ist eine solche Kopräzipitation nicht zu detektieren. Zwar wird die Deletionsmutante nicht in 
gleicher Menge wie das Wildtyp gp130 Protein gebildet, jedoch kann hierdurch nicht ein derartiger 
Bindungsverlust erklärt werden. Zusammengenommen läßt sich sagen, daß die Domäne D1 des gp130 
eine wichtige Rolle in der Bindung der Liganden IL-6 und IL-11 spielt.  
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 13 Bindungsverhalten von ∆D1-IgG 
erstände transient transfizierter COS-7 Zellen wurden mit IL-6/sIL-6R (A) bzw. mit Trx-IL-11/sIL-11R (B) inkubiert. 
roteinkomplexe konnten über den carboxyterminalen IgG-Bereich der gp130-Mutanten mittels Protein-A Sepharose 
itiert werden. Die Auftrennung der präzipitierten Proteine erfolgte durch SDS-PAGE . Im anschließenden Westernblot 
n die Expression der gp130-Proteine mit einem α-hIgG-Antikörper untersucht, sowie das co-präzipitierte IL-6 bzw. 
-11 mit den entsprechenden Antikörpern nachgewiesen werden. 
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4.2 Untersuchungen zur Funktion der drei membranproximalen 
Domänen des gp130 
 
Durch die Untersuchungen der membrandistalen Domänen des gp130 konnte deren Funktion für die 
Bindung des Liganden weiter aufgeklärt werden. Es stellte sich nun die Frage, welche Funktion den 
membranproximalen Domänen des gp130 zukommt. Erste Hinweise über eine Rolle der Domänen, die 
über eine einfache Platzhalterfunktion hinausgeht, lieferten Studien mit dem monoklonalen gp130-
Antikörper B-P4. Dieser Antikörper interferiert nicht mit der Bindung des Liganden und ist gegen den 
membranproximalen Teil von gp130 gerichtet. Er ist in der Lage, sowohl eine IL-11 induzierte 
Antwort als auch zellabhängig ein biologisches Signal nach einer IL-6 Stimulation zu unterdrücken 
(Wijdenes et al., 1995; Lebeau et al., 1997). 
Um die Funktion der membranproximalen Domänen genauer zu untersuchen, wurden die Domänen 
D4, D5 und D6 des gp130 einzeln deletiert.   
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Abb. 14 schematische Darstellung des gp130 sowie der Deletionsmutanten ∆4, ∆5 und ∆6. 
Die extrazellulären Domänen des gp130 (D1-D6) sind einzeln dargestellt. Der Transmembranregion (dunkler Balken) folgt 
der zytoplasmatische Teil. Die jeweilige Deletionsstelle einer Domäne ist bei den Mutanten ∆4, ∆5 und ∆6 durch einen 
schwarzen Pfeil gekennzeichnet. 
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4.2.1 Klonierung der gp130 Deletionsmutanten 
 
Nach den von Hibi et al. (1990) angenommenen Domänengrenzen wurden die membranproximalen 
Domänen mittels PCR-Technik einzeln deletiert (zur Klonierung siehe Kap. 3.4.3). Abb. 14 gibt 
schematisch den Aufbau der Konstrukte wieder. Im Anschluß an die Klonierung erfolgte die 
Funktionsanalyse dieser Deletionsmutanten. 
 
 
4.2.2 Einfluß der membranproximalen Domänen des gp130 auf das Bindungsverhalten 
von IL-6 in Lösung  
 
Neben der cDNA für die membranständigen Proteine wurde auch eine lösliche Form des Wildtyp 
gp130 und der jeweiligen Deletionsmutanten kloniert, indem der transmembran- sowie der 
zytoplasmatische Teil von gp130 deletiert und durch ein flag-Epitop ersetzt wurde (sgp130-flag, 
s∆4-flag, s∆5-flag und s∆6-flag). Aus Überständen von entsprechend transfizierten COS-7 Zellen 
wurden die rekombinanten löslichen Rezeptorproteine mittels anti-flag Antikörper immunpräzipitiert. 
Anschließend erfolgte eine Sedimentation der Proteine mit Hilfe der Protein-A Sepharose. Das 
Präzipitat wurde mit sIL-6R und IL-6 in steigenden Konzentrationen inkubiert. Die dadurch 
entstandenen Ternärkomplexe von  IL-6/sIL-6R/sgp130-flag wurden durch SDS-PAGE getrennt und 
im Westernblot mit einem IL-6- bzw. flag-Antikörper detektiert (Abb. 15).  
Im oberen Teil der Abb. 15 erkennt man das unterschiedliche Laufverhalten der löslichen Proteine. 
Die verschiedenen Laufhöhen korrelieren mit der Höhe des Verlusts an Molekulargewicht der 
Deletionsmutanten. Durch Deletion einer kompletten Domäne kommt es neben dem Verlust der 
entsprechenden Aminosäuren zu einem Verlust an potentiellen N-Glycosylierungsstellen. Durch die 
Reduktion an N-Glycanen ergibt sich eine verringerte Einlagerung von SDS in die Moleküle, was zu 
einer höheren elektrophoretischen Mobilität führt. Domäne 4 (101 Aminosäuren) besitzt 
3 Glycosylierungsstellen, Domäne 6 (96 Aminosäuren) 2 solcher Stellen, wohingegen Domäne 5 
(95 Aminosäuren) keine entsprechende Glycosylierungsstelle aufweist. Es fällt weiterhin auf, daß die 
Bande der Mutante s∆6-flag in der Gelelektrophorese über einen breiteren Bereich verläuft. Dies ist 
durch ungleiche Glycosylierung der Mutante zu erklären.  
Der untere Teil der Abbildung zeigt die Kopräzipitation von IL-6 aus einem Komplex zwischen IL-
6/sIL-6R und sgp130-flag an. Der Westernblot wurde mit einem IL-6-Antikörper detektiert. Die 
Inkubation von IL-6 mit sgp130-flag in Abwesenheit des IL-6R führt nicht zur Kopräzipitation von 
IL-6 und somit nicht zur Ausbildung eines Ternärkomplexes (2. Spur von rechts), ebenso ist eine 
Kopräzipitation ohne das Vorhandensein von sgp130-flag nicht detektierbar (co). In Anwesenheit von 
sgp130-flag sowie IL-6 und IL-6R findet jedoch die Ausbildung des Ternärkomplexes statt, die die 
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Bindung von IL-6 an den Rezeptor in Lösung anzeigt. Ebenso wird bei den Deletionsmutanten 
s∆4-flag, s∆5-flag und s∆6-flag eine Kopräzipitation wie bei sgp130-flag erzielt. Auch bei niedrigen 
Konzentrationen von IL-6 zeigt sich bei allen Konstrukten noch die Fähigkeit zur Bindung von IL-6, 
so daß auf ein ähnliches Bindungsverhalten von Wildtyp und Deletionsmutanten in Lösung 
geschlossen werden kann. 
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Abb. 15  Bindung des löslichen g130 und der Deletionsmutanten an IL-6/sIL-6R Komplexe 
sgp130-flag Proteine sowie die entsprechenden Mutanten (s∆4-flag, s∆5-flag, s∆6-flag) wurden mit dem flag-Antikörper aus 
Überständen transfizierter COS-7 Zellen präzipitiert und mit Hilfe von Protein A-Sepharose sedimentiert. Die löslichen 
Proteine wurden mit einem Überschuß von sIL-6R (70 nm) und IL-6 in steigenden Konzentrationen inkubiert. Die gebildeten 
Ternärkomplexe (siehe Schema) wurden mittels SDS-PAGE getrennt und anschließend im Immunoblot analysiert. Die dabei 
verwendeten Antikörper sind der Abbildung zu entnehmen. Überstände untransfizierter Zellen dienten als Kontrolle (co). 
 
 
4.2.3 Isolierung stabil transfizierter Ba/F3 Subklone 
 
Um die Mutanten ∆4, ∆5 und ∆6 bezüglich ihres Bindungsverhaltens auf der Zelloberfläche und der 
biologischen Antwort auf IL-6 untersuchen zu können, wurden Ba/F3 Zellen eingesetzt. Es handelt 
sich hierbei um eine Maus-Pro-B-Zellinie, die kein endogenes gp130 exprimiert. Ba/F3 Zellen wurden 
mit den entsprechenden Expressionsplasmiden und einem Aminoglycosidantibiotikum-Resistenzgen 
kotransfiziert. Über die eingebrachte Resistenz konnten die erfolgreich transfizierten Zellen unter 
Zugabe eines Aminoglycosidantibiotikums (G418) selektiert werden.  
Mittels FACS-Analyse (Abb. 16) wurde die stabile Integration der Konstrukte für gp130, ∆4, ∆5 und 
∆6 in den selektierten Subklonen durch Nachweis der Oberflächenxpression der Rezeptoren gezeigt. 
Zu diesem Zweck erfolgte eine Inkubation der Zellpopulationen mit  den Antikörpern B-P8 oder 
B-S12-G7. Beide Antikörper sind gegen die membrandistalen Domänen des gp130 gerichtet (Müller-
Newen et al., 2000) und sollten somit die Erkennung von im membranproximalen Bereich deletierten 
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gp130-Konstrukten ermöglichen. Die unspezifische Bindung wurde durch Inkubation der Zellen nur 
mit dem Sekundärantikörper gemessen (ausgefüllte Histogramme). Bei Vorinkubation der Zellen mit 
B-P8 oder B-S12-G7 führt die Bindung des ersten Antikörpers bei Oberflächenexpression des 
entsprechenden Rezeptors zu einer Verschiebung der gesamten Zellpopulation hin zu höheren 
Fluoreszenzintensitäten (weiße Histogramme). Als Kontrolle dienten untransfizierte Ba/F3 Zellen, die 
mit beiden Antikörpern angefärbt wurden (co). 
 
 
 
Ze
llz
ah
l
Fluoreszenzintensität
co
gp130
∆4
∆6
∆5
10     10       10       10   100        1             2       3   4 10     10       10       10   100        1             2       3   4
0
50
0
50
0
50
0
50
0
50
B-P8 B-S12-G7
Ze
llz
ah
l
 
Abb. 16  FACS-Analyse von stabil transfizierten Ba/F3-Subklonen 
Stabil transfizierte Ba/F3 Zellen wurden zum Nachweis der Oberflächenexpression von gp130 und der entsprechenden 
Mutanten mit den gp130 Antikörpern B-P8 bzw. B-S12-G7 inkubiert. Der Nachweis gebundener Antikörper erfolgte 
anschließend durch Inkubation mit einem R-Phycoerythrin-konjugierten anti-Maus-IgG. Die ausgefüllten Histogramme 
zeigen Zellen, die nur mit dem zweiten Antikörper gefärbt sind, die weißen Histogramme zeigen Zellen, die mit beiden 
Antikörpern angefärbt sind. Untransfizierte Zellen dienten als Kontrolle (co).  
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4.2.4 Einfluß der membranproximalen Domänen des gp130 auf das Bindungsverhalten 
von IL-6  auf der Zelloberfläche 
 
Um das Bindungsverhalten membranständiger Rezeptoren auf der Zelloberfläche zu untersuchen, 
wurden die mit gp130, ∆4, ∆5 und ∆6 stabil transfizierten Ba/F3 Subklone (Kap. 4.2.3) verwendet. 
Die nicht adhärenten BaF/3 Zellen wurden mit radioaktiv markiertem IL-6 ( [125I] IL-6 ) in 
verschiedenen Konzentrationen und einem Überschuß an IL-6R (200 nM)  für 16 h bei 4°C inkubiert. 
Nach Zentrifugation der Zellsuspension durch eine Schicht aus Dibutyl- und Dionylphthalat wurde im 
Sediment die zellgebundene Radioaktivität sowie im zellfreien Überstand die freie Radioaktivität mit 
einem γ-Counter gemessen (Horsten et al., 1997). Die unspezifische Bindung an Ba/F3 Zellen wurde 
mit untransfizierten Zellen ermittelt. Der entsprechende Wert dieser Messung wurde zur Berechnung 
der spezifischen zellgebundenen Radioaktivität von der Gesamtbindung subtrahiert. Somit konnte die 
Bindung von IL-6/sIL-6R Komplexen an gp130 und die Deletionsmutanten auf der Zelloberfläche von 
BaF/3 Zellen errechnet werden (Abb. 17). Die  anschließende Ermittlung der Affinitäten erfolgte über 
eine Scatchard-Analyse und ergab für die  Bindungsaffinität von Wildtyp gp130 sowie ∆5 Werte 
zwischen 2,5-4 nM. Für die Deletionsmutanten ∆4 und ∆6 war eine Berechnung der Affinitäten nicht 
möglich, da mit den einsetzbaren Maximalkonzentrationen an  [125I] IL-6 der Sättigungsbereich für 
diese Mutanten nicht erreicht werden konnte. Abb. 17 macht jedoch deutlich, daß die 
Deletionsmutanten ∆4 und ∆6 ein deutlich eingeschränktes Bindungsvermögen gegenüber IL-
6/sIL-6R aufweisen. Dies kann nicht durch zu niedrige Oberflächenexpression der betroffenen 
Mutanten erklärt werden, da die Expression dieser Proteine durch FACS-Analysen berücksichtigt 
wurde. Aus dem Bindungsverhalten der Deletionsmutanten als membranständige Proteine ergibt sich, 
daß die Domänen D4 und D6 für ein optimales Bindungsverhalten gegenüber dem Liganden IL-6 
notwendig sind. Im Gesamtkontext muß davon ausgegangen werden, daß der Bindungsverlust des 
Zytokins durch geänderte Konformation des Rezeptors bei Deletion einer Domäne zustande kommt.  
Die Deletion der Domäne 5 hat jedoch keinen Einfluss auf die Affinität zum IL-6/sIL-6R-Komplex, 
das Protein zeigt das gleiche Bindungsverhalten wie Wildtyp gp130.  
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Abb. 17  Bindung von IL-6/sIL-6R-Komplexen an gp130 und die Deletionsmutanten  
5х106 stabil transfizierte Ba/F3-Zellen (gp130, ∆4, ∆5, ∆6 sowie untransfizierte Zellen) wurden mit sIL-6R im Überschuß 
(200 nM) und [125I] IL-6 (1340 cpm/fmol) in steigenden Konzentrationen für 16h bei 4°C inkubiert. Anschließend wurde 
nach Sedimentation durch ein Dibutyl-/Dionylphthalatkissen zellgebundene von freier Radioaktivität getrennt und im 
γ-Counter gemessen. Die Abbildung zeigt die spezifisch gebundene Radioaktivität in Abhängigkeit der Konzentration an 
[125I] IL-6. 
 
 
 
4.2.5 STAT-Aktivierung der Deletionsmutanten nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R und 
IL-11/sIL-11R  
Um die biologische Antwort der Deletionsmutanten nach Stimulation mit Zytokinen zu untersuchen, 
wurde die STAT-Aktivierung nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R sowie IL-11/sIL-11R analysiert. 
Hierzu wurden die stabil transfizierten Ba/F3 Zellen mit den entsprechenden Liganden und 
α-Rezeptoren stimuliert. Nach 15 min konnten aus den Zellen Kernextrakte präpariert werden. 5 µg 
Protein der Kernextrakte wurden mit einer radioaktiven m67SIE-Sonde inkubiert, um anschließend die 
entstandenen STAT/DNA-Komplexe im EMSA zu analysieren (Abb. 18). Eine STAT3-Aktivierung 
nach Stimulation konnte lediglich für die Wildtyp gp130 Zellinie nachgewiesen werden. Keine der 
Deletionsmutanten ∆4, ∆5 oder ∆6 zeigte eine Aktivierung von STAT-Faktoren als Antwort auf eine 
Stimulation, weder mit IL-6/sIL-6R noch mit  IL-11/sIL-11R.  
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IL-6   + sIL-6R- +- -- -- --+ ++ +--
- + -- -- -- ++ +-- - +
 
Abb. 18 STAT-Aktivierung von gp130 sowie der Deletionsmutanten in Ba/F3 Zellen nach 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R bzw. IL-11/sIL-11R  
Die mit den zu untersuchenden Konstrukten stabil transfizierte Ba/F3 Zellen wurden mit IL-6/sIL-6R und IL-11/sIL-11R  für 
15 min inkubiert. Die Konzentration von IL-6 betrug 33 ng/ml, die des IL-6R 500 ng/ml, die von IL-11 150 ng/ml und die 
des IL-11R 700 ng/ml. 5 µg der präparierten Kernproteine wurden für den Nachweis der STAT-Aktivierung im EMSA 
eingesetzt. 
 
 
 
 
 
Um das Verhalten der Mutanten auch in einer zweite Zellinie zu bestätigen, wurden COS-7 Zellen 
eingesetzt. Durch das in dieser Zellinie vorhandene endogene gp130 wird vornehmlich STAT3 
aktiviert. Um nun das Signal des endogenen gp130 von dem der transfizierten Rezeptoren 
unterscheiden zu können, wurden die STAT rekrutierenden Module der cDNA des gp130 durch ein 
spezifisch STAT1 aktivierendes Element ersetzt. Die Sequenz entstammt dem IFNγ Rezeptor und ist 
durch die Aminosäurefolge YDKPH gekennzeichnet (s. Kap.4.1.2). Mit den klonierten Plasmiden mit  
gp130γ, ∆4γ, ∆5γ und ∆6γ wurden COS-7 Zellen transient transfiziert. Durch suboptimale Stimulation 
der Zellen konnte das Signal durch das endogene gp130 unterdrückt werden. Nach Herstellung der 
Kernextrakte wurde ein EMSA durchgeführt. Die mit Wildtyp gp130 zusätzlich transfizierten Zellen 
zeigten im EMSA eine starke STAT1 Aktivierung (Abb. 19). Ebenso wie bei den Ba/F3 Zellen konnte 
auch in den COS-7 Zellen keine signifikante STAT1-Aktivierung für die Deletionsmutanten nach 
Stimulation mit IL-6/IL-6R beobachtet werden. 
Diese Ergebnisse zeigen in ihrer Gesamtheit, daß jede einzelne der drei membranproximalen Domänen 
für die Signaltransduktion von gp130 nach Stimulation mit den homodimerisierenden Zytokinen 
notwendig ist. 
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co     gp130γ ∆4γ ∆5γ ∆6γ
STAT 1/1
- + - +     - + - + - +    IL-6/ sIL-6R
 
Abb. 19 STAT-Aktivierung von gp130 sowie den Deletionsmutanten in COS-7 Zellen nach 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R 
Der EMSA wurde wie in der Legende zu Abb. 18 beschrieben durchgeführt. Die Menge des eingesetzen Kernproteins betrug 
5 µg, die Konzentration an IL-6 12,5 ng/ml. 
  
4.2.6 Proliferative Antwort der Ba/F3 Zellen nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  
 
Die Aktivierung von STAT-Faktoren entspricht im wesentlichen einem Ereignis in der Kette der 
Signaltransduktion, welches schon kurz nach der Stimulation auftritt. Gleichzeitig wird bei der 
Bestimmung der STAT-Aktivierung nur ein einzelner Zeitpunkt des Geschehens betrachtet. Um die 
Auswirkungen eines Stimulus in Abhängigkeit von der Konzentration über einen längeren Zeitraum 
beobachten zu können, stellt der Proliferations-Assay ein geeigneteres Experiment dar.  
Ein solcher Versuch wurde mit Ba/F3 Zellen durchgeführt, um zu zeigen, daß das Vorhandensein der 
membranproximalen Domänen des gp130 für den Langzeiteffekt der Proliferation und Zellteilung 
ebenso essentiell ist, wie für die STAT-Aktivierung.  
Bei den Ba/F3 Zellen handelt es sich um eine IL-3 abhängig wachsende Zellinie, deren Wachstumsreiz 
nach Transfektion anderer Rezeptorketten auch durch die entsprechenden Zytokine auslösbar ist. 
Für die vorliegenden Versuche wurden die stabil transfizierten Zellinien Ba/F3-gp130, Ba/F3-∆4, 
Ba/F3-∆5 und Ba/F3-∆6 in IL-3 freiem Medium kultiviert. Die Proliferation der Zellen erfolgte durch 
Stimulation mit IL-6/sIL6R in unterschiedlichen Konzentrationen. Nach 72 h Kultivierung erfolgte die 
kolorimetrische Quantifizierung metabolisch aktiver Zellen mittels des Cell Proliferation Kit II 
(XTT-Test).  
Die Ba/F3-gp130 Zellen zeigten wie zu erwarten eine konzentrationsabhängige Proliferation der 
Zellen als Antwort auf den Stimulus. Deckungsgleich mit den Ergebnissen der STAT-Aktivierung 
proliferierte keine der Zellinien Ba/F3- ∆4, -∆5 oder -∆6 (Abb. 20). 
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Abb. 20 Proliferation von Ba/F3 Zellen  nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R  
Ba/F3 Zellen (4 x 105/ml) der Zellinien Ba/F3-gp130, Ba/F3-∆4, Ba/F3-∆5 und Ba/F3-∆6 wurden in Medium mit IL-6 in 
ansteigenden Konzentrationen und sIL-6R kultiviert. Nach 72 h konnte die Proliferation der Zellen mit Hilfe des 
kolorimetrischen XTT-Tests ermittelt werden. Jedes der drei Experimente wurde als Doppelansatz durchgeführt.  
 
 
 
4.2.7 Biologische Antwort der Deletionsmutanten nach Stimulation mit agonistischen 
gp130-Antikörpern 
 
Im Falle der Rezeptoren ∆4 und ∆6 ist die Affinität des Zytokins zu diesen Mutanten reduziert 
(s. Kap.4.2.4). Möglicherweise ist die fehlende STAT Aktivierung und Proliferation dieser Mutanten 
auf die mangelnde Bindung des Zytokins zurückzuführen. Zur weiteren Untersuchungung der 
biologischen Aktivität sollte deshalb auf eine Möglichkeit der zytokinunabhängigen Stimulation 
zurückgegriffen werden.  
Dazu wurden die stabil transfizierten Deletionsmutanten sowie Wildtyp gp130 auf ihre Fähigkeit 
getestet, eine biologische Antwort auf Stimulation mit agonistischen gp130-Antikörpern zu zeigen.  
Die zytokinunabhängige Stimulation von gp130 durch Antikörper kann nach bisherigem 
Kenntnisstand immer nur durch eine Kombination aus zwei monoklonalen Antikörpern erreicht 
werden (Müller-Newen et al., 2000). 
In den Versuchen wurde hier ein äquimolares Gemisch der beiden gp130-Antikörper B-P8 und 
B-S12-G7 eingesetzt. 
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Die biologische Antwort der Ba/F3 Zellen auf den Stimulus wurde, wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben, 
zunächst in Form der STAT-Aktivierung untersucht. Nach Stimulation der Zellen mit den Antikörpern 
(je 1 µg/ml) wurden Kernextrakte für einen Gelshift gewonnen. Abb. 21 zeigt einen EMSA nach 
Auftrennung der Protein-DNA-Komplexe des Wildtyp gp130 sowie der Deletionsmutanten ∆4, ∆5 
und ∆6. Gp130 reagiert auf die Stimulation durch die agonistischen Antikörper mit einer starken 
Aktivierung von STAT-Faktoren. Im Gegensatz zur fehlenden Stimulierbarkeit der Deletionsmutanten 
durch IL-6/sIL-6R und IL-11/sIL-11R zeigte sich, daß die Deletionsmutanten ∆4 und in schwächerem 
Maße auch ∆6 auf die Stimulation mit agonistischen Antikörpern mit einer STAT3-Aktivierung 
reagieren. Diese Befunde zeigen, daß tatsächlich durch ligandenunabhängige Stimulation im Fall von 
∆4 und ∆6 noch eine biologische Antwort der Mutanten zu erzielen ist. Die Deletion der 5. Domäne  
hingegen führt auch nach Antikörperstimulation nicht zu einer Aktivierung von STAT-Faktoren. 
 
 
 
gp130 ∆4       ∆5    ∆6
STAT 3/3
+  - +    - +    - + - B-S12-G7 + B-P8
 
Abb. 21 STAT-Aktivierung durch gp130 und die Deletionsmutanten nach Stimulation mit 
agonistischen Antikörpern 
Die mit den zu untersuchenden Konstrukten stabil transfizierten Ba/F3 Zellen wurden mit einer Mischung der gp130 
Antikörper B-P8 und B-S12-G7 (je 1 µg/ml) für 15 min inkubiert. Nach Präparation der Kernextrakte konnte die 
STAT-Aktivierung im EMSA analysiert werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Ergebnisse   68
 
In weiteren Versuchen wurde das Proliferationsverhalten der Zellen nach Stimulation durch die 
Antikörper untersucht (Abb. 22). 
Hierbei ergab sich folgende Konstellation: Nach Stimulation der Ba/F3-gp130 Zellen durch Zugabe 
der agonistischen gp130-Antikörper wird bis zu einer Gesamtkonzentration von 20 µg/ml eine 
steigende Proliferationstendenz der gp130-Ba/F3 Zellen beobachtet, bei weiterer Erhöhung der 
Konzentration an Antikörpern wird dieses maximale Wachstum nicht mehr erreicht. Dieser Effekt ist 
möglicherweise auf eine teilweise antagonisierende Wirkung der Antikörper in hoher Dosis 
zurückzuführen. Auch bei den Ba/F3-∆4 Zellen läßt sich ein proliferativer Effekt nach 
Antikörperstimulation nachweisen. Die maximale Proliferation liegt hier jedoch unter dem maximal 
erreichten Wert der gp130-Wildtyp Zellen, der auf der Ordinate des abgebildeten Diagramms als 
100 % definiert wurde. Wie bei den Ba/F3-gp130 Zellen fällt die Kurve nach einer für die 
Proliferation optimalen Antikörpergesamtkonzentration ab, wobei im Falle der  Ba/F3-∆4 Zellen das 
Kurvenmaximum etwas früher erreicht wird. Die relativ schwache STAT-Aktivierung der Mutante ∆6 
(vgl. Abb. 21) reichte nicht aus, um eine proliferative Antwort der Ba/F3-∆6 Zellen hervorzurufen. 
Es konnte keine Proliferation der Ba/F3-∆5 Zellen erreicht werden. Die Versuche verdeutlichen, daß 
die Deletion der 5. Domäne nicht zu einem Bindungsverlust des Liganden führt, jedoch die 
biologischen Antwort vollständig unterdrückt wird, sowohl nach Stimulation mit den natürlichen 
Liganden als auch durch zytokinunabhängige Aktivierungswege. 
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Abb. 22 Proliferation von Ba/F3 Zellen  nach Stimulation mit agonistischen Antikörpern 
Ba/F3 Zellen (4 x 105 /ml) der Zellinien Ba/F3-gp130, Ba/F3-∆4, Ba/F3-∆5 und Ba/F3-∆6 wurden für 72 h mit agonistischen 
Antikörpern kultiviert. Auf der Abszisse ist die Gesamtmenge des äquimolar eingesetzten Antikörpergemischs angegeben. 
Die Proliferation der Zellen konnte mit Hilfe des kolorimetrischen XTT-Tests ermittelt werden. Jedes der drei Experimente 
fand in Form von Doppelansätzen statt. 
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4.2.8 Austausch der 5. Domäne des gp130 gegen die entsprechende Domäne des 
G-CSFR 
 
Die in den vorangegangenen Kapiteln dargestellten Ergebnisse zeigen die wichtige Rolle der 
5. Domäne des gp130 als Bindeglied von Ligandenbindung und Signaltransduktion. Die Bindung des 
Zytokins an den Rezeptor bleibt durch Deletion der 5.  Domäne unbeeinflußt, jedoch wird die 
biologische Antwort auf die verschiedenen Stimuli vollständig unterbunden. Um der Frage nach der 
Spezifität dieser Domäne sowie ihrer Rolle bei der Dimerisierung des Rezeptors nachzugehen, wurde 
die 5. Domäne des gp130 gegen die entsprechende Domäne des G-CSFR ausgetauscht. Ebenso sollte 
durch den Austausch der 4. und 6. Domäne gegen die homologe Domäne des G-CSFR die 
Funktionalität jener Rezeptorabschnitte weiter analysiert werden (Schematische Darstellung der 
chimären Rezeptoren in ). Der G-CSFR eignet sich aufgrund seiner Ähnlichkeit mit gp130 für den 
Austausch einer Domäne, ohne dadurch die Integrität des gesamten Rezeptors zu zerstören: Der 
Rezeptor zeigt eine 46 %ige Sequenzhomologie mit gp130 und eine entsprechende 
Domänenarchitektur. Für die Klonierungen der Rezeptorchimären sei auf das Kapitel 3.4.4 verwiesen 
 
 
  
gp130 GCSFRD4-GCSFR D5-GCSFR D6-GCSFR
 
 
Abb. 23 Schematische Darstellung der GCSF-Rezeptorchimären  
Die Rezeptoren gp130 (hellgrau) und G-CSFR (dunkelgrau) sind schematisch dargestellt. Durch Austausch der Domänen des 
gp130 gegen die entsprechenden Domänen des G-CSFR wurden mittels PCR die Rezeptorchimären kloniert (D4-GCSFR, 
D5-GCSFR, D6-GCSFR) 
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COS-7 Zellen wurden mit der cDNA der entsprechenden Konstrukte transient transfiziert. Die 
Oberflächenexpression konnte durch FACS-Analysen nachgewiesen werden. Während die 
Kontrollzellen (co) nach Anfärbung mit den geeigneten Antikörpern das für COS-7 Zellen typische 
Verteilungsmuster des endogenen gp130 aufweisen, wird bei der Transfektion der Zellen mit den 
Konstrukten für gp130 bzw. D5-GCSFR eine Verschiebung der Kurve hin zu höherer 
Fluoreszenzintensität beobachtet (Abb. 24). Der Bereich des Markers (M) zeigt die Expression der 
Rezeptoren auf der Zelloberfläche an. Aus Abb. 24 wird ersichtlich, daß sowohl für gp130γ als auch 
für D5-GCSFRγ eine Expression der Proteine stattfindet. Entsprechend läßt sich auch die Expression 
der Proteine D4-GCSFRγ sowie D6-GCSFRγ nachweisen (nicht gezeigt). 
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Abb. 24 Oberflächenexpression des D5-GCSFRγ 
COS-7 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für die Rezeptoren gp130γ und D5-GCSFRγ transfiziert. Nach 48h 
erfolgte die Färbung der Zellen mit dem gp130 mAb B-S12 sowie einem PE-konjugierten Zweitantikörper. Untransfizierte 
Zellen dienten als Kontrolle (co). Der Marker (M) zeigt die Expression der Proteine nach der Transfektion an. 
 
 
4.2.9 Funktionsanalyse des Rezeptors D5-GCSFR 
 
Für die Funktionsanalyse der chimären Rezeptoren wurde zunächst die STAT1-Aktivierung in COS-7 
Zellen mittels EMSA untersucht (Abb. 25). Nach Stimulation transfizierter Zellen mit IL-6/sIL-6R 
konnten die Kernextrakte analysiert werden. 
Aufgrund suboptimaler Stimulation mit dem Zytokin kommt es bei den Kontrollzellen, die nur das 
endogene gp130 besitzen, nicht zu einer Aktivierung der STAT-Faktoren (Abb. 25A). Die mit gp130 
transfizierten Zellen reagieren auf eine Stimulation mit IL 6/IL-6R mit einer STAT Aktivierung. Die 
Mutanten D4-GCSFRγ und D6-GCSFRγ konnten kein Signal in den Zellen auslösen (nicht gezeigt).  
Überraschenderweise zeigt die Mutante D5-GCSFRγ auch ohne Stimulation eine STAT1 Aktivierung. 
Diese konstitutive Aktivierung des Rezeptors sollte weiter analysiert werden: 
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Dazu wurde eine Zeitreihe mit unstimulierten Zellen durchgeführt, die mit der cDNA des D5-GCSFRγ 
transfiziert waren. Als Kontrolle dienten Wildtyp gp130γ Zellen, bei denen im unstimulierten Zustand 
keine STAT-Aktivierung zu detektieren ist. Die mit der Rezeptorchimäre transfizierten COS-7 Zellen 
zeigen eine konstitutive STAT-Aktivierung, die nach 40h mit Expression der Rezeptoren auf der 
Zelloberfläche beginnt und auch zum Zeitpunkt von 65h nach Transfektion unverändert besteht (Abb. 
25B). Durch FACS-Analysen wurde gesichert, daß die Oberflächenexpression von D5-GCSFRγ und 
wt gp130γ vergleichbar ist.  
Die Untersuchungen wurden durch eine Zeitreihe mit wt-gp130γ Zellen nach Zytokinstimulation 
ergänzt. Transient transfizierte COS-7 Zellen wurden mit IL-6/sIL-6R stimuliert und zu verschiedenen 
Zeitpunkten zur Analyse der Kernfraktion lysiert. Es wird deutlich, daß die physiologische 
STAT-Aktivierung 15 min nach dem Stimulationsereignis nachweisbar ist, jedoch bereits 6 h nach der 
Stimulation nahezu vollständig verschwunden ist (Abb. 26). Demgegenüber bleibt die 
STAT-Aktivierung durch die konstitutiv aktive Rezeptorchimäre bestehen (Abb. 25B). 
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Abb. 25 STAT1 Aktivierung von D5-GCSFRγ 
COS-7 Zellen wurden mit Leervektor (co) oder der cDNA, die für gp130γ bzw. D5-GCSFRγ kodiert, transfiziert. A 48h nach 
der Transfektion erfogte die Stimulation der Zellen mit IL-6/sIL-6R. Nach 15 min wurde die Kernextraktfraktion gewonnen. 
Die Abbildung zeigt den zugehörigen EMSA mit 5 µg Protein des Kernextrakts. B Aus den unstimulierten Zellen wurden zu 
bestimmten Zeiten Kernextrakte für die entsprechenden EMSAs gewonnen. Die Zeitpunkte nach Transfektion sind der 
Abbildung zu entnehmen. 
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Abb. 26 Wildtyp gp130γ: Zeitkinetik der STAT-Aktivierung  
COS-7 Zellen wurden mit der cDNA, die für gp130γ kodiert, transfiziert. 48h nach der Transfektion erfogte die Stimulation 
der Zellen mit IL-6/sIL-6R. Zu den in der Abbildung angezeigten Zeitpunkten nach Stimulation der Zellen erfolgte die 
Präparation von Kernextrakten. Der EMSA wurde mit 5 µg Protein des Kernextrakts durchgeführt. 
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Die Tyrosinphosphorylierung von Jak1 stellt ein sehr frühes Ereignis in der Kaskade der gp130 
Aktivierung nach Zytokinbindung dar. Zur Analyse der Jak1-Phosphorylierung des konstitutiv aktiven 
Proteins D5-GCSFRγ wurden transfizierte COS-7 Zellen mit IL-6/IL-6R stimuliert oder unstimuliert 
belassen. Anschließend wurden die Zellen lysiert und mit den Zellysaten eine Immunpräzipitation mit 
einem Jak1-Antikörper durchgeführt. Danach erfolgte eine SDS-Gelelektrophorese zur Auftrennung 
der präzipitierten Komplexe. Die Tyrosinphosphorylierung von Jak1 konnte nun im Immunoblot 
durch einen anti-Phosphotyrosin Antikörper nachgewiesen werden (Abb. 27, oberer Teil). Während 
bei Zellen, die mit dem Konstrukt gp130γ transfiziert wurden, nur nach Stimulation mit IL-6/sIL-6R 
die Tyrosinphosphorylierung von Jak1 induziert wird, kann bei der Mutante D5-GCSFRγ eine von der 
Zytokinstimulation unabhängige Tyrosinphosphorylierung beobachtet werden. 
Um sicherzustellen, daß alle Spuren mit derselben Proteinmenge beladen waren, wurde der Blot mit 
einem anti Jak1-Antikörper gegengefärbt (Abb. 27, unterer Teil). Die konstitutive 
Tyrosinphosphorylierung dieser Kinase zeigt, daß die STAT-Aktivierung durch die Mutante 
D5-GCSFRγ über eine Aktivierung der Jak-Proteine verläuft (Abb. 27).  
 
 
Jak 1
+          - +        - IL-6/sIL-6R
wt gp130γ D5-GCSFRγ
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Wb: αP-Tyr
Wb: αJak 1
 
Abb. 27  Jak1 Aktivierung durch D5-GCSFRγ 
COS-7 Zellen wurden mit den Expressionsvektoren für gp130γ oder D5-GCSFRγ transfiziert. Nach 48h erfolgte eine 
Stimulation mit IL-6/sIL-6R (+) oder die Zellen wurden in unstimuliertem Zustand belassen (-).  Anschließend wurde Jak1 
aus den Zellysaten immunpräzipitiert. Die Proteine wurden durch SDS-PAGE getrennt und im Western Blot analysiert. 
Tyrosinphosphorylierung konnte mit einem Phosphotyrosin-Antikörper nachgewiesen werden (oberer Abschnitt). Zur 
Kontrolle gleicher Beladung der Spuren wurde der Blot mit einem Jak1-Antikörper gegengefärbt. 
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Zur weiterführenden Analyse der biologischen Antwort der Rezeptorchimäre D5-GCSFR wurden 
mehrere Versuche unternommen, das Protein stabil in Ba/F3 Zellen zu exprimieren. Die Transfektion 
war jedoch aus bisher ungeklärten Gründen nicht möglich. 
Die Rezeptorchimäre wurde stattdessen in der humanen Hepatomzellinie HepG2 untersucht. Zur 
Analyse der Rezeptorfunktion wurde ein Reportergen-Assay durchgeführt. Gp130  induziert über den 
Jak/STAT-Signalweg die Akutphase Proteinsynthese. HepG2 Zellen wurden mit den cDNAs für 
Wildtyp gp130 bzw. D5-GCSFR transfiziert. Ein zusätzlich transfiziertes Reportergen-Konstrukt 
bestand aus dem Promotor des Akutphase Proteins α2-Makroglobulin, gefolgt von einem 
Luciferase-Gen. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienzen diente ein ebenfalls transfiziertes 
β-Galaktosidase Plasmid. 
Die Zellen wurden nun mit IL-6 stimuliert oder unstimuliert belassen (Abb. 28). Nach 16-stündiger 
Inkubation der Zellen bei 37°C konnte die Luciferase Aktivität gemessen werden, die über den 
α2-Makroglobulin-Promotor ausgelöst wurde. IL-6 wurde in einer Konzentration eingesetzt, die noch 
keine Induktion des Promotors in Zellen erlaubt, die nur endogenes gp130 exprimieren (co). Die 
zusätzliche Transfektion von Wildtyp gp130 bewirkt eine starke Induktion des Luciferase-Gens 
(26 fach). In diesen Experimenten konnte keine konstitutive Induktion der Luciferase durch die 
Mutante D5-GCSFR nachgewiesen werden. Die Stimulierbarkeit nach IL-6 Gabe blieb jedoch erhalten 
(22-fach). Die Chimäre fungiert somit als intakter Rezeptor, dessen Signalkapazität der des Wildtyp 
gp130 entspricht. 
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Abb. 28 Induktion der Synthese von α2-Makroglobulin in humanen Hepatomzellen 
Humane Hepatomzellen (HepG2) wurden mit Wildtyp gp130 oder D5-GCSFR transfiziert. Die Zellen wurden zusätzlich mit 
einem α2-Makroglobulin-Promotor / Luciferasegen-Reporterkonstrukt und einem β-Galaktosidase Kontrollvektor transfiziert. 
Nach 24h wurde ein Teil der Zellen mit suboptimaler IL-6 Konzentration (10ng/ml) stimuliert. 16h später konnte die 
Luciferase-Aktivität gemessen werden. Durch Einbeziehen der β-Galaktosidase Aktivität wurden die Absolutwerte der 
Luciferase-Aktivität der Transfektionsrate angepasst. Die Fehlerbalken ergeben sich aus drei unabhängigen Messungen mit 
Doppelansätzen. 
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4.2.10 Cysteinmutationen in der 5. Domäne des gp130 
 
Die bisherigen Ergebnisse machen die 5. Domäne des gp130 zu einem Kandidaten für den aktiven 
Prozeß der Zytokinrezeptordimerisierung. In einer zurückliegenden Studie konnte gezeigt werden, daß 
gp130 über eine Disulfidbrücke dimerisiert (Murakami et al., 1993). Möglicherweise wird diese 
Brücke durch Beteiligung von Cysteinen in der 5. Domäne des gp130 gebildet. Um dies zu 
untersuchen, wurden die drei in dieser Domäne vorhandenen Cysteinreste einzeln gegen Alanin 
ausgetauscht (s. Kap.3.4.2). Zur Untersuchung der mutierten Proteine wurden COS-7 Zellen transient 
transfiziert. Nach 48 h erfolgte die Stimulation der Zellen mit den Zytokinen IL-6 und IL-11 sowie 
deren löslichen α-Rezeptoren. Die STAT-1 Aktivierung wurde mittels EMSA nachgewiesen (Abb. 
29). Die Mutanten C466Aγ und C491Aγ zeigen eine mit dem Wildtyp gp130 vergleichbare STAT-1 
Aktivierung. Der Austausch der Aminosäure C458 gegen Alanin führt jedoch zu einer starken 
Reduktion der STAT-1 Aktivierung. Die durch diese Punktmutante ausgelöste Aktivierung liegt 
jedoch leicht über der durch die mit Leervektor transfizierten Zellen (co).   
Offen bleibt die Frage, ob tatsächlich das Cystein 458 zur Ausbildung einer intermolekularen 
Disulfidbrücke beiträgt, oder ob durch Mutagenese dieser AS eine intramolekulare Verbindung 
aufgebrochen wird, die ihrerseits zu einem Verlust der Aktivierbarkeit des Rezeptors führt. 
 
 
 
co  C491Aγ  C466Aγ  C458Aγ  gp130γ   
 
 
 
 
 
IL
IL- + - - - - - - - + + + + - - 
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Abb. 29 STAT Aktivierung der Cysteinmutanten in der Domäne D5 des gp130 
COS-7 Zellen wurden mit den Punktmutanten C458A, C466A und C491A transfiziert. Nach Stimulatio
und IL-11/sIL-11R wurde die STAT-Aktivierung aus den Kernfraktionen dieser Zellen bestimmt. Die A
zugehörigen EMSA. Die drei Cysteinreste befinden sich in der 5. Domäne des gp130. 
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5 Diskussion  
 
Zytokine üben eine Vielzahl verschiedener Funktionen aus. Ihre besondere Bedeutung liegt in der 
Regulation von unspezifischer und spezifischer Immunantwort sowie der Koordination des 
Entzündungsgeschehens. Das Glykoprotein 130 (gp130) steht als zentrale Rezeptoreinheit im 
Mittelpunkt der über IL-6-Typ Zytokine vermittelten Signaltransduktion. Durch Bindung der Zytokine 
an spezifische Oberflächenrezeptoren der Zielzelle wird eine komplexe Signaltransduktionskaskade in 
Bewegung gesetzt. Die Antworten der Zelle auf die Rezeptoraktivierung sind sehr vielgestaltig. Um 
die Homöostase eines Organismus zu gewährleisten, muß aus diesem Grund der Prozess von 
Ligandenbindung und Rezeptoraktivierung immer in einem kontrollierten Gleichgewicht stehen. Zum 
besseren Verständnis der physiologischen Abläufe der Signaltransduktion und auch ihrer 
pathophysiologischen Zustände ist es wichtig, die molekularen Mechanismen von Ligandenbindung 
und Rezeptoraktivierung besser zu verstehen. Die vorliegende Studie hatte zum Ziel, diese Prozesse 
für den Rezeptor der IL-6-Typ Zytokine, gp130, zu untersuchen. 
 
 
 
5.1 Die membrandistalen Domänen D1-D3 des gp130  
 
Die membrandistalen Domänen des gp130 wurden mit dem Ziel untersucht, die Bindungsregionen des 
Rezeptors bezüglich der homodimerisierenden Liganden IL-6 und IL-11 zu charakterisieren. In 
vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, daß die Domänen D1-D3 des gp130 hinreichend 
für die Bindung des IL-6/IL-6R-Komplexes sind (Horsten et al., 1995). Für die Untersuchung des 
CBM (Domänen D2 und D3) von gp130 bildete die gelöste Kristallstruktur des Komplexes aus 
hGH/hGHR die  Grundlage der Studien (de Vos et al., 1992). In dieser Röntgenkristallstruktur ließ 
sich das Bindungsepitop zwischen dem GH als Liganden und seinen beiden GH-Rezeptoren auf einen 
Interaktionsbereich von zusammen ca. 30 AS festlegen. Durch Mutagenesestudien am Rezeptor 
konnte das für die Bindungsenergie wesentliche Epitop weiter eingegrenzt werden (Clackson and 
Wells, 1995). Der mit Abstand größte Teil der Bindungsenergie wird dabei lediglich von zwei 
unpolaren Tryptophanresten (W104 und W169) getragen, die die zentralen Elemente einer 
hydrophoben Interaktionseinheit darstellen. W104 befindet sich in der N-terminalen Domäne des 
Rezeptors, W169 in der C-terminalen Domäne des GHR-CBM. Beide Reste liegen jedoch in der 
Tertiärstruktur in enger räumlicher Nähe zueinander.  
Anhand der vorliegenden Röntgenstruktur des GH/GHR-Komplexes konnte ein Modell des 
Komplexes aus IL-6/IL-6R und dem gp130-CBM erstellt werden (Grötzinger et al., 1997). Durch 
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vorausgegangene Mutagenesestudien wurde eine wichtige Bindungsstelle des IL-6 an gp130 auf ein 
Valin in der Position 252 des gp130 eingegrenzt (Horsten et al., 1997). Die Bedeutung dieser 
Aminosäure für die Bindung von IL-11/IL-11R wurde ebenfalls gezeigt (Dahmen et al., 1998). Die 
Lokalisation des V252 in D3 des gp130 entspricht der Position des W169 im GHR.  
Um das Bindungsepitop im Bereich des V252 genauer zu kartieren, wurden nun die angrenzenden 
hydrophoben Reste im B-C-loop der Domäne 3, I253 und I254 untersucht. Bei der Bindung von IL-6 
spielen sie eine geringere Rolle für die Rezeptoraktivierung als das Valin 252. Alle drei Aminosäuren 
sind jedoch für eine Aktivierung von gp130 nach Stimulation durch IL-11 gleich bedeutsam. 
Insgesamt scheinen sich Mutationen am Rezeptor jedoch auf eine IL-11 Aktivierung wesentlich 
sensitiver auszuwirken. Es wurde auch die Möglichkeit geprüft, daß die hydrophobe Interaktion der 3. 
Domäne durch eine Reihe geladener Aminosäuren im räumlich benachbarten  F-G-loop gegenüber der 
äußeren Umgebung abgeschirmt wird. Darüberhinaus wird eine Ligandenspezifität oft über geladene 
Reste determiniert. Eine Ladungsumkehr der im F-G-loop liegenden Reste EDGK(304-307) zu KKGE 
ergab, daß diese geladene Sequenz sowohl für die Bindung von IL-6/sIL-6R als auch für IL-11/sIL-
11R keine besondere Bedeutung hat. Die hydrophobe Interaktionseinheit bleibt weitgehend 
unbeeinflusst.  
Die Aminosäuren Y190 und F191 befinden sich im E-F-loop der Domäne 2. Sie sind in analoger 
Position des W104 im GHR lokalisiert, das dort für die für die Bindung entscheidend ist. Es stellte 
sich heraus, daß tatsächlich beide Reste auch von essentieller Bedeutung für Ligandenbindung und 
Signaltransduktion im gp130-Homodimer sind.  
Die später erschienene Röntgenstrukturanalyse des CBM von gp130 zeigt zudem, daß die Anordnung 
der mutagenisierten Aminosäuren im Modell mit den Koordinaten aus der Kristallstruktur 
übereinstimmt (Bravo et al., 1998). Zusammenfassend läßt sich sagen, daß für die Ausbildung einer 
signaltransduzierenden Einheit mit IL-6/IL-6R und IL-11/IL-11R ein zentraler Bereich im CBM des 
gp130 verantwortlich ist, gebildet aus V252 in D3 sowie Y190 und F191 in D2.  
Insgesamt binden IL-6 und IL-11 an ein sehr ähnliches Epitop des gp130-CBM, was auch mit der  
Redundanz dieser Zytokine zu vereinbaren ist. 
Ein Vergleich des Bindungsmodus von GHR und gp130 zeigt, daß dieser im Bereich des CBM sehr 
ähnlich ist. Die Positionen der an der Bindungsregion beteiligten Reste im CBM von gp130 
entsprechen exakt denjenigen im Komplex des GH/GH-Rezeptors. Interessanterweise befindet sich bei 
allen Rezeptoren der Zytokinrezeptorfamilie im N-terminalen Modul des CBM an entsprechender 
Stelle eine unpolare Seitenkette (Bravo and Heath, 2000). Möglicherweise kann somit aus den 
analogen Bindungsepitopen von gp130 und dem GHR eine umfassende Gültigkeit für die 
Ligandenbindung von Klasse I-Zytokinrezeptoren abgeleitet werden.  
Die bisher erläuterten Ähnlichkeiten  zum GH/GHR System betreffen das CBM des gp130. Der GHR 
gehört zu den einfachen Zytokinrezeptoren, er besteht extrazellulär lediglich aus dem den 
Klasse I-Rezeptoren gemeinsamen CBM. Die Extrazellulärregion von gp130 ist komplexer aufgebaut. 
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Der membrandistale Teil dieses Rezeptors verfügt neben dem CBM über eine Ig-ähnliche Domäne. Es 
stellte sich die Frage, welche Rolle diese Ig-ähnliche Domäne (D1) des gp130 bei der 
Ligandenbindung spielt. Eine Betrachtung der Rezeptoren, die in die Signaltransduktion der IL-6-Typ 
Zytokine involviert sind, zeigt, daß diese alle über eine Ig-ähnliche Domäne verfügen. 
Untersuchungen am IL-6R ergaben, daß die Ig-ähnliche Domäne nicht an der Bindung von IL-6 
beteiligt ist (Yawata et al., 1993). Die Ig-ähnliche Domäne des LIFR ist hingegen für die Spezifität der 
über ihn signalisierenden Zytokine verantwortlich (Owczarek et al., 1997). Um die Funktion der 
Ig-ähnlichen Domäne von gp130 zu untersuchen, wurde ein Rezeptor kloniert, bei dem die 1. Domäne 
deletiert wurde (∆D1). Die durchgeführten Untersuchungen konnten zeigen, daß diese Domäne 
sowohl für die Bindung als auch für die Signaltransduktion der gp130 homodimerisierenden Zytokine 
IL-6 und IL-11 essentiell ist.  
Die Studien verdeutlichen, daß die Bindung von IL-6/IL-6R und IL-11/IL-11R an gp130 von zwei 
abgrenzbaren Kontakten getragen wird: Die eine Interaktionsregion wird durch das CBM des 
signaltransduzierenden Rezeptors gestellt. Das Epitop ist durch eine kleine Bindungsregion definiert, 
an der die Aminosäuren Y190 und F191 in D2 sowie die AS V252 in D3 einen entscheidenden 
Bindungsanteil tragen. Diese drei Aminosäuren liegen in der Tertiärstruktur des Proteins in 
unmittelbarer Nähe zueinander. Die andere Interaktionsstelle wird räumlich davon getrennt durch die 
Ig-ähnliche Domäne von gp130 definiert. Neben den Analogien im CBM des gp130 zum 
GH/GHR-System existiert also für gp130 ein komplexeres Bindungsmuster, das über einen 
Bindungsbereich im CBM des Rezeptors hinausgeht. Möglicherweise gilt dies auch für andere 
Zytokinrezeptoren, die eine solche Ig-ähnliche Domäne aufweisen. 
 
Aus den Daten ergeben sich einige Überlegungen zum Mechanismus der Ligandenbindung bei 
Zytokinrezeptoren. Wieder kann der GHR als Vertreter einer Gruppe von Rezeptoren mit einfachem 
Extrazellulärteil zum Vergleich herangezogen werden. Bekanntermaßen verfügt sein Ligand, das 
growth hormone, über zwei sich gegenüberliegende Rezeptorbindungsregionen, site I und site II 
(Cunningham et al., 1991). Über die jeweiligen sites des Liganden werden die CBMs zweier 
Rezeptoren in gleicher Weise rekrutiert (de Vos et al., 1992) (Abb. 30A). Dies ermöglicht die 
Dimeriserung und Signaltransduktion der Rezeptoren. Weitere Vertreter dieser Gruppe von 
Zytokinrezeptorkomplexen sind der EPO/EPOR- oder der Prl/PrlR-Komplex. 
Die gp130 involvierende Signaltransduktionseinheit ist in mehrfacher Hinsicht von komplizierterem 
Aufbau als die Einheit zwischen GH und GHR. Gp130 rekrutiert zum einen mehr als einen Liganden, 
kann sowohl homo- als auch mit einer zweiten Rezeptorkette heterodimerisieren und besitzt 
darüberhinaus eine extrazelluläre Domänenarchitektur, die über das Vorhandensein eines CBMs 
hinausgeht. Ein derartiger Aufbau findet sich zum Teil auch in der Gruppe der Zytokinrezeptoren, die 
in die Signaltransduktion der common β-chain oder der common γ-chain verwickelt sind. Wie erfolgt 
in diesen Fällen die Ligandenbindung? 
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Mutagenesestudien am IL-6 ergaben, daß dieses Zytokin für die Komplexbildung drei funktionelle 
sites besitzt (Savino et al., 1994). Site I wird wird hierbei vom CBM des α- Rezeptors (IL-6R) 
gebunden (Kalai et al., 1997; Grötzinger et al., 1997). Die sites II und III stellen unter Ausbildung des 
hochaffinen Komplexes den Kontakt zu gp130 her (Paonessa et al., 1995).  
Durch die hier erfolgte Definition der beiden verschiedenen Bindungsepitope des gp130 kann man von 
einer asymmetrischen Ausbildung des Komplexes ausgehen. In Analogie zum GH/GHR Komplex 
kann man sich eine Belegung der site II durch das CBM vorstellen. Site III interagiert 
dementsprechend mit der Ig-ähnlichen Domäne des gp130 (Abb. 30B). Für diese Hypothese und 
gegen eine umgekehrte Verteilung der sites sprechen folgende Studien: Zur Klonierung eines 
chimären Zytokins (IC7) wurde die site III des CNTF an entsprechender Stelle in ein IL-6 Molekül 
eingesetzt. Der entsprechende Rezeptorkomplex setzt sich aus dem chimären Zytokin, dem IL-6R 
(Bindung über site I), gp130 (Bindung über site II) und dem LIFR (Bindung über site III) zusammen 
(Kallen et al., 1999). Da im Heterodimer aus gp130 und LIFR  die Ig-ähnliche Domäne des gp130 für 
die Bindung von LIF und OSM nicht notwendig ist (Hammacher et al., 1998; Timmermann et al., 
2000), kann man annehmen, daß im oben beschriebenen Fall das CBM von gp130 die site II besetzt. 
Eine letztendliche Klärung der Fragestellung nach der richtigen Besetzung der sites könnte mit Hilfe 
der in dieser Studie erstellten gp130-Mutanten sowie vorhandener IL-6 Mutanten, die Defekte in den 
sites II und III aufweisen, erfolgen. 
Aus sterischen Gründen sowie durch im weiteren Kontext erläuterte Experimente kann ausgeschlossen 
werden, daß sowohl das CBM als auch die Ig-ähnliche Domäne an eine einzige site rekrutiert werden. 
Unabhängig von der genauen Zuordnung der einzelnen Kontakte wird deutlich, daß das 
gp130-Homodimer durch seine unterschiedlichen Bindungsepitope von asymmetrischem Aufbau ist. 
 
Bezüglich der Stöchiometrie des Rezeptorkomplexes aus IL-6/IL-6R/gp130 existieren zwei 
verschiedene Modelle. Das eine Modell geht von einem hexameren Signaltransduktionskomplex aus, 
der aus je zwei Molekülen IL-6, IL-6R und gp130 besteht (Ward et al., 1994; Paonessa et al., 1995). 
Bei dieser Anordnung interagiert jedes gp130 mit zwei Zytokinen: ein Zytokin bindet mit seiner site II 
das gp130, das andere mit site III (Abb. 31, links). Die entsprechenden Kontaktregionen des gp130 
können mit D1 und dem CBM angegeben werden.  
Die andere  Modellvorstellung  geht von einer tetrameren Einheit aus (Grötzinger et al., 1997) (Abb. 
31, rechts). Hierbei ist lediglich ein Zytokin in den Komplex involviert, über site I wird ein α-Rezeptor 
gebunden, über site II ein gp130 und über site III ein zweites gp130. 
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b. 30 Mechanismus einer Ligandenbindung: Vergleich zwischen einfachen und komplexen 
zeptoren 
 Im Falle des GH/GHR-Komplexes rekrutieren die beiden sites des Liganden (GH) in symmetrischer Weise jeweils ein 
M zweier identischer Rezeptorketten (GHR) an gleicher Stelle im CBM zur Dimerisierung und Signaltransduktion des 
zeptors. B Gp130 bildet ein asymmetrisches Homodimer aus: Zunächst wird der α-Rezeptor an die site I rekrutiert. 
schließend bildet sich der hochaffine Gesamtkomplex aus, wozu zwei gp130-Moleküle notwendig sind. Das erste gp130 
d über seine Ig-ähnliche Domäne an die site III gebunden, das zweite über das CMB an die site II. Hierdurch wird die 
naltransduktionskaskade initiiert. 
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Sowohl das tetra- als auch das hexamere Modell verdeutlichen, daß für die Signaltransduktion ein 
intakter Rezeptorkomplex vorhanden sein muß, der mindestens ein CBM und eine Ig-ähnliche 
Domäne auf zwei unterschiedlichen gp130 Molekülen erfordert. In den durchgeführten 
Ternärkomplex-Versuchen zeigte sich, daß in Lösung keinerlei Bindung zustande kommt in einem 
1:1:1 Komplex aus IL-6/IL-6R und ∆D1, trotz eines intakten CBM. Umgekehrt gilt dies auch für die 
entsprechenden Punktmutanten im CBM, bei denen trotz der vorhandenen intakten Ig-ähnlichen 
Domäne im 1:1:1 Komplex keine deutliche Bindung stattfand. Aus diesem Grund kann man davon 
ausgehen, daß erst ein kooperativer Effekt der beiden Module D1 und CBM im 
Signaltransduktionskomplex, sei dieser nun tetra- oder hexamer, das Bindungsereignis möglich macht. 
Dies sollte bei der Betrachtung beider Modelle berücksichtigt werden.  
In weiteren Studien konnte gezeigt werden, daß genau ein intaktes CBM und eine intakte Ig-ähnliche 
Domäne pro gp130 im Rezeptorkomplex auf der Zelloberfläche für Ligandenbindung und 
Signaltransduktion ausreichen (Pflanz et al., 2000). Eine wechselseitige Komplementierung des gp130 
durch isoliert bindungsunfähige Elemente zu einer funktionellen Einheit ist also möglich.  
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Abb. 31 Stöchiometrie des IL-6/IL-6R/gp130-Rezeptorkomplexes  
Das Modell nach Paonessa et al. geht von einem hexameren Signaltransduktionskomplex aus: Zwei Moleküle IL-6 binden je 
ein Molekül des IL-6R über die siteI, zwei gp130-Rezeptoren werden jeweils an site II und III rekrutiert. Das Modell nach 
Grötzinger et al. nimmt eine tetramere Einheit als signalisierenden Komplex an: Hierbei ist lediglich ein IL-6 pro Einheit an 
der Signaltransduktion beteiligt. Der α-Rezeptor bindet an site I, das CBM des einen gp130 an site II während ein weiteres 
Molekül gp130 an site III rekrutiert wird. 
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5.2 Die membranproximalen Domänen D4-D6 des gp130  
 
Während die drei membrandistalen Domänen des gp130 für die Ligandenbindung notwendig sind, ist 
über die Funktion der membranproximalen FN-III Domänen bisher nicht viel bekannt. Betrachtet man 
die in die Signaltransduktion der IL-6-Typ Zytokine involvierten Rezeptoren, so fällt folgendes auf 
(vgl. auch Abb. 4): Auf der einen Seite gibt es die α-Rezeptoren, die nicht an der intrazellulären 
Weiterleitung des Signals teilnehmen. Sie bestehen lediglich aus einer Ig-ähnlichen Domäne und 
einem CBM, gefolgt von der Transmembranregion und einem zytoplasmatischen Bereich. Die 
α-Rezeptoren IL-6R und IL-11R können durch ihre löslichen Äquivalente, denen die transmembran- 
sowie zytoplasmatische Region fehlt, ersetzt werden (Taga et al., 1989; Mackiewicz et al., 1992; 
Karow et al., 1996). Der CNTFR ist ebenfalls nicht an der intrazellulären Signaltransduktion beteiligt, 
da er lediglich über einen GPI-Anker mit der Membran assoziiert ist (Davis et al., 1991). Auf der 
anderen Seite stehen die an der Weiterleitung des Signals ins Zellinnere beteiligten Rezeptoren: 
gp130, LIFR und der OSMR. Sie verfügen über drei membranproximal gelegene FN-III Domänen. 
Studien mit dem Antikörper B-P4 ergaben interessanterweise folgende Befunde: Der Antikörper 
interferiert nicht mit der Bindung von IL-6 und ist gegen die membranproximale Region des gp130 
gerichtet. Da der Antikörper in der Lage ist, die gp130 Antwort zu antagonisieren, deutet dies auf eine 
wichtige Rolle der FN-III Domänen bezüglich der Rezeptoraktivierung hin. Zur funktionellen 
Untersuchung wurden drei Deletionsmutanten kloniert, denen je eine dieser membranproximalen 
Domänen fehlt (∆4, ∆5, ∆6). Die Expression der resultierenden Deletionsmutanten wurde zunächst 
mit Hilfe von FACS-Analysen und Immunfluoreszenzen überprüft. Studien zur Ligandenbindung 
durch lösliche Proteine der Deletionsmutanten ergaben, daß  die Affinität zum Liganden in gleichem 
Umfang wie bei gp130 erhalten bleibt. Dies, sowie die intakte Oberflächenexpression legt nahe, daß 
nicht die gesamte gp130 Integrität durch Deletion einer Domäne zerstört wird. Die Daten zur 
Ligandenbindung auf der Zelloberfläche sind komplexer. Durch Bindungsstudien von 
membranständigen Rezeptoren mit [125I] IL-6 wurde gezeigt, daß die Deletion der Domänen 4 und 6 
zu einer reduzierten Bindung von IL-6/IL-6R führt, wohingegen die Deletion der 5. Domäne keine 
Änderung des Bindungsverhaltens bewirkt. Es ist jedoch wahrscheinlich, daß die reduzierte 
Bindungsaffinität nach Deletion der  Domänen 4 und 6 nicht aufgrund einer direkten Interaktion mit 
dem Komplex aus IL-6/IL-6R zu erklären ist. Ein wichtiger Hinweis darauf ist die erhaltene 
Bindungsfähigkeit der Rezeptoren in Lösung. Es ist eher anzunehmen, daß sich ein konformativ 
verändertes gp130 bei Deletion einer Domäne ergibt. Die Auswirkungen hinsichtlich der 
Ligandenbindung für ein Protein, das in einer Membran verankert ist, sind groß. Es kommt durch die 
Einbettung in die Membran zu einer Einschränkung der Freiheitsgrade, die lediglich eine von drei 
Rotationsrichtungen und nur zwei der drei translationalen Möglichkeiten erlaubt. Die löslichen 
Proteine besitzen dagegen sämtliche Freiheitsgrade, die eine Ligandenbindung weiterhin ermöglichen.  
Die Analyse der biologischen Antwort der membranständigen Rezeptoren ∆4, ∆5 und ∆6 ergab, daß 
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keine der drei Mutanten nach Stimulation mit IL-6 und IL-11 in der Lage war, die 
Signaltransduktionskaskade auszulösen. Die Expression der Mutanten in COS-7 Zellen führte nach 
Stimulation nicht zu einer STAT-Aktivierung. Ebenso konnte in stabil transfizierten Ba/F3 Zellen 
weder eine STAT-Aktivierung noch ein proliferatives Signal nachgewiesen werden. Diese Befunde 
erhärten die Vermutung, daß die membranproximalen Domänen in die Aktivierung des Rezeptors 
involviert sind.  
Vor allem die Deletionsmutante ∆5 bindet ihren Liganden in vollem Umfang und ist dennoch nicht zur 
Signaltransduktion befähigt. Die fehlenden biologischen Antworten könnte man im Falle von ∆4 und 
∆6 mit der reduzierten Affinität der membranständigen Rezeptoren bei der Ligandenbindung erklären. 
Um dies zu prüfen, mußte auf eine zytokinunabhängige Aktivierungsmöglichkeit der Rezeptorketten 
zurückgegriffen werden. Eine Stimulation des gp130 mittels gegen ihn gerichteter agonistischer 
Antikörper kann die intrazelluläre Signalkaskade auslösen. Mit Hilfe solcher Antikörper sind also 
auch Mutanten auf ihre biologische Funktion zu testen, die den natürlichen Liganden nicht binden. 
Darüberhinaus kann dieser Versuchsansatz zur Klärung der grundsätzlichen Frage beitragen, ob die 
Dimerisierung eines Rezeptors lediglich notwendige oder schon hinreichende Bedingung für eine 
Rezeptoraktivierung ist. 
Für die durchgeführten Versuche wurde ein  agonistisches Antikörpergemisch der monoklonalen 
Antikörper B-S12-G7 und B-P8 verwendet (Müller-Newen et al., 2000). Beide Antikörper sind gegen 
die membrandistalen Domänen von gp130 gerichtet, so daß die Bindung an die vorliegenden Mutanten 
gewährleistet ist. In stabil transfizierten Ba/F3 Zellen gelang es tatsächlich, für die Mutanten ∆4 und in 
schwächerem Maße für ∆6, biologische Antworten nach Antikörperstimulation nachzuweisen. Die 
Zellantworten sind schwächer ausgeprägt als die des Wildtyp gp130, die Mutanten sind jedoch auf 
diesem Weg aktivierbar. Die Deletionsmutante ∆5 ist auch durch Antikörper nicht stimulierbar, was 
die Bedeutung dieser Domäne bei der Entstehung des aktiven Komplexes unterstreicht.  
Bislang ist über den Ablauf der Aktivierung von Zytokinrezeptoren relativ wenig bekannt. Als 
unabdingbare Voraussetzung der Weitergabe eines Signals in die Zelle ist die Dimerisierung von 
Zytokinrezeptoren unbestritten (Heldin, 1995; Lemmon and Schlessinger, 1994). Es bleibt die 
Überlegung, ob die Dimerisierung eines Rezeptors lediglich notwendig oder schon hinreichend für die 
Weiterleitung des Signals ist (Ballinger and Wells, 1998). Wildtyp gp130 kann durch den Einsatz 
entsprechender bivalenter Antikörper dimerisieren und in eine Position gebracht werden, die eine 
Rezeptoraktivierung erlaubt. Dies ist bei der Deletionsmutante ∆5 nicht möglich, obwohl durch 
FACS-Analysen nachgewiesen werden konnte, daß die Erkennung des Rezeptors durch diese 
Antikörper stattfindet. Allein die Bivalenz der agonistischen Antikörper reicht somit nicht aus, um 
zwei Rezeptorketten nach Dimerisierung zu aktivieren. Es muß demnach eine über die Dimerisierung 
hinausgehende exakt definierte Einstellung der Rezeptoren zueinander gegeben sein, um die 
Aktivierung und Weitergabe des Signals in die Zelle zu erlauben. Hierbei spielt die 5. Domäne des 
gp130 eine entscheidende Rolle. 
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Wie ist die Funktion der 5. Domäne für gp130 einzuordnen ?  
Denkbar ist eine passive Rolle dieser Domäne als Platzhalter.  Aber auch eine aktive Rolle der 
5. Domäne bei der Dimerisierung und Aktivierung des Rezeptors muß in Betracht gezogen  werden. 
Zur weiteren Aufklärung wurde D5 gegen die entsprechende Domäne des GCSFR ausgetauscht 
(D5-GCSFR). Der G-CSFR besitzt eine hohe Sequenzhomologie mit gp130 und seine 
Domänenarchitektur entspricht der des gp130. Erstaunlicherweise erwies sich die entstandene 
Rezeptorchimäre D5-GCSFR in COS-7 Zellen als konstitutiv aktiv, d.h. die Signaltransduktions-
kaskade  läuft unabhängig von einer Zytokinstimulation ab.  
Möglicherweise besitzen Zytokinrezeptoren wie gp130 oder GCSFR ein intrinsisches Potential zur 
Rezeptoraktivierung, das im Wildtyp-Rezeptor als Schutz vor Liganden-unabhängiger Aktivierung 
unterdrückt wird. So ist vorstellbar, daß die 5. Domäne des GCSFR ein Dimerisierungsmodul besitzt, 
das im Gesamtkontext des GCSFR bis zur Ligandenbindung abgeschirmt wird. In einen anderen 
Rezeptor gebracht, kann dieses Aktivierungspotential nicht regelrecht unterdrückt werden. Umgekehrt 
könnte auch gp130 in seiner 5. Domäne über ein Modul verfügen, das eine direkte Dimerisierung 
bewirkt oder zumindest die Rezeptoraktivierung ermöglicht. Dazu passen die Befunde, daß gp130 
ohne die 5. Domäne in jeglicher Hinsicht unfähig ist, die Signaltransduktionskaskade auszulösen. 
Möglicherweise sind die 3 Cysteinreste der Domäne 5 über Ausbildung einer Disulfidbrücke in die 
Dimerisierung des Rezeptors involviert. Der Nachweis eines schwefelverbrückten gp130-Dimers 
konnte bereits in einer Studie geführt werden (Murakami et al., 1993). In der vorliegenden Arbeit 
wurde gezeigt, daß ein Austausch der Cysteine in der 5. Domäne des gp130 gegen Alanin im Falle des 
C458 zu einem fast vollständigen Verlust der Fähigkeit zur STAT1 Aktivierung führt, eventuell wird 
hierdurch ein Dimerisierungsmodul des Rezeptors zerstört. 
Andere Befunde sprechen für eine Dimerisierungsregion außerhalb der 5. Domäne. Im chimären 
Rezeptor wird möglicherweise ein Bereich außerhalb der eingefügten Domäne freigelegt, der zu einer 
konstitutiven Aktivierung führt. Dafür sprechen Daten, die unter bestimmten Bedingungen eine 
spontane Oligomerisierung der löslichen 4. Domäne von gp130 zeigen (Pflanz et al., 2001). 
Darüberhinaus ist der monoklonale Antikörper B-P4 in der Lage, biologische Antworten auf IL-6 und 
IL-11 zu antagonisieren (Wijdenes et al., 1995; Lebeau et al., 1997). Sein Bindungsepitop ist gegen 
die 4. Domäne gerichtet (Kurth et al., 1999) und die Zytokinbindung bleibt unbeeinflußt. So könnte 
das Dimerisierungsmodul auch in der 4. Domäne des Rezeptors liegen.  
Zur letztendlichen Klärung der Frage, welcher Bereich des gp130 einen aktiven Dimerisierungsbereich 
enthält, kann ein Dimerisierungsassay mit den Deletionsmutanten beitragen. An dieser Stelle sei auf 
den Ausblick (Kap. 5.3.2) verwiesen. 
Aus den Ausführungen wird klar, daß der Mechanismus einer Rezeptoraktivierung ein komplexes 
Zusammenspiel vieler Faktoren sein muß. Die Aktivierung erfolgt nicht durch einfaches 
Zusammenkommen von zwei Rezeptoren, vielmehr ist eine streng definierte Konformation der 
Rezeptorketten dazu notwendig. Im Fall von gp130 ist die 5. Domäne des Rezeptors die zentrale 
Diskussion   85
 
Schaltstelle zur Vermittlung des Aktivierungsprozesses.  
 
Wie verhält sich die in COS-7 Zellen konstitutiv aktive Rezeptorchimäre D5-GCSFR in anderen 
Zellinien?  
Um das Proliferationsverhalten von Zellen zu untersuchen, die mit dem chimären Rezeptor transfiziert 
wurden, sollte das Konstrukt stabil in Ba/F3 Zellen eingebracht werden. Mehrere Versuche 
diesbezüglich schlugen fehl, obwohl die stabile Integration von Kontrollplasmiden keine Probleme 
bereitete. Möglicherweise ist durch die konstitutive Aktivität der Chimäre in den transfizierten Zellen 
ein Überleben solcher Zellen nicht möglich. Um eine weitere Zellinie zu untersuchen, wurde eine 
transiente Expression des chimären Rezeptors D5-GCSFR in HepG2 Zellen vorgenommen. In einem 
Reportergen-Assay wurde die Induktion von Akutphase Proteinen gemessen. In diesem System konnte 
keine konstitutive Aktivierung des Rezeptors nachgewiesen werden, jedoch erhält man nach 
Stimulation mit IL-6 einen dem Wildtyp gp130 entsprechend intakt signalisierenden Rezeptor. 
Möglicherweise ist die konstitutive Aktivierung der Mutante ein Zelltyp-spezifisches Phänomen. Eine 
Abhängigkeit der konstitutiven Aktivität vom Zelltyp wurde auch im Falle der βc-Signaltransduktion 
beobachtet (D'Andrea et al., 1994; Jenkins et al., 1995). In diesem Zusammenhang muß auch die 
Rekrutierung verschiedener Signaltransduktionsmoleküle oder deren Inhibitoren in verschiedenen 
Zelltypen in Betracht gezogen werden. 
 
Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden in der Familie der Zytokinrezptoren einige konstitutiv aktive 
Rezeptor-Varianten in der Extrazellulärdomäne der Proteine gefunden. Die Analyse dieser Rezeptoren 
ist wichtig für das Verständnis pathophysiologischer Konsequenzen einer fehlgesteuerten 
Signaltransduktion. Aus diesem Grund sollen die bisher bekannten konstitutiv aktiven 
Zytokinrezeptoren erläutert werden: 
Am EPO-Rezeptor konnte durch Austausch bestimmter Aminosäuren in der membranproximalen 
Extrazellulärdomäne des Rezeptors gegen Cystein eine konstitutive Aktivierung nachgewiesen 
werden. Ba/F3 Zellen proliferieren nach retroviraler Infektion mit den entsprechenden Konstrukten 
stimulationsunabhängig (Yoshimura et al., 1990; Watowich et al., 1992). Eine Injektion von BAF-B03 
Zellen, die die aktivierte EPO-Rezeptorvariante R129C exprimieren, führt bei Mäusen zur Entstehung 
lokaler Tumoren (Longmore and Lodish, 1991). Die für die Mutationen ausgewählte Rezeptorregion 
gilt als potentielles Dimerisierungszentrum des Rezeptors. Lediglich der Austausch gegen die 
Aminosäure Cystein führte zu einer konstitutiven Aktivität, so daß mechanistisch eine eingeführte 
Disulfidverbrückung für die Rezeptoraktivierung verantwortlich zu sein scheint.   
Die common-βc ist der am besten untersuchte Zytokinrezeptor bezüglich konstitutiver Aktivierung. 
Seine Rezeptorkette besteht im Extrazellulärteil aus 4 Domänen. Es wurden eine Vielzahl 
verschiedener Mutanten beschrieben, die alle eine Aktivierung des Rezeptors herbeiführen (D'Andrea 
et al., 1994; Jenkins et al., 1995; Jenkins et al., 1996). Zusammenfassend läßt sich sagen, daß die 
Diskussion   86
 
meisten Mutationen (FI∆, HSV, I374X, W358N und  L356N) im β-strand B oder C der Domäne 4 des 
Rezeptors lokalisiert sind. Auch zwei andere Deletionsmutanten (∆QP und ∆H) verursachten ebenso 
eine direkte Aktivierung des Rezeptors. Mit Hilfe dieser Mutanten konnte gezeigt werden, daß die 
3. Domäne  des Rezeptors eine protektive Funktion bezüglich der Aktivierung des Rezeptors ausübt. 
Auch das onkogene Potential konstitutiv aktiver Rezeptorvarianten wurde gezeigt (FI∆, I374N) 
(D'Andrea et al., 1994; Jenkins et al., 1995). 
Für den TPO-Rezeptor sind ebenfalls konstitutiv aktive Mutanten beschrieben. Bei dem in diesem 
Kontext als  v-mpl bekannten Onkogen handelt es sich um eine Variante des Gens, daß für den 
TPO-Rezeptor kodiert. Durch Infektion mit dem murine myeloproliferative leukemia virus (MPLV) 
kommt es bei Mäusen in Anwesenheit eines Helfer-Virus zu einem genomischen Rearrangement mit 
Expression eines Rezeptorfusionsproteins.  Das hervorgehende Protein (v-Mpl) ist ein Fusionsprotein 
aus der rearrangierten Friend-murine leukemia virus env Region (F-MuLV), bestehend aus 100 AS 
und  einer sich anschließenden Sequenz von 184 AS des TPO-Rezeptors (c–mpl). Der Rezeptor ist 
konstitutiv aktiv und ruft bei Mäusen eine akute Leukämie hervor (Fichelson et al., 1995; Wendling et 
al., 1986). 
In weiteren Studien am TPO-Rezeptor wurden in die beiden CBMs des Rezeptors Cysteine in 
bestimmte Positionen des Wildtyp TPO-Rezeptor eingeführt (Alexander et al., 1995). Die Mutationen 
wurden in Analogie zur dimerstabilisierenden Region des EPO-Rezeptors gewählt. Tatsächlich kommt 
es auch hier in verschiedenem Maße zu einer konstitutiven Aktivierung der Rezeptoren.   
Für den Prolaktin Rezeptor sind zwei aktivierende Mutanten beschrieben: 
Eine Deletion der membrandistalen Domäne der beiden Extrazellulärdomänen führt zu einem 
stimulationsunabhängig aktiven Rezeptor (Gourdou et al., 1996). Eine weiterere Variante des 
Rezeptors weist eine Deletion der Aminosäuren 9-187 auf, so daß die Extrazellulärregion des 
resultierenden Proteins (∆178) lediglich aus 32 Aminosäuren besteht. Der verkürzte Rezeptor zeigte in 
zwei verschiedenen Zellinien die konstitutive Aktivierung von Proteinen, die in seine 
Signaltransduktionskaskade involviert sind, sowie Wachstumsfaktor-unabhängige Proliferation dieser 
Zellen (Lee et al., 1999). 
Die Tab. 3 gibt einen Überblick über die bekannten konstitutiv aktiven Zytokinrezeptorvarianten. 
 
 
Aus den Ausführungen wird klar, daß eine fehlgesteuerte Rezeptoraktivierung im breiten 
Aufgabenfeld der Zytokinrezeptoren schwerwiegende Konsequenzen hat. Übertragen auf eine 
unkontrollierte gp130-Signalkaskade kann z.B. im Geschehen von Entzündungsreaktion und 
Immunantwort eine fatale Dysregulation verursacht werden. Auch besteht die Möglichkeit, daß die 
hier nachgewiesene konstitutiv aktive gp130-Rezeptorvariante D5-GCSFR onkogenes Potential 
besitzt. 
Bei der gezielten Suche nach weiteren konstitutiv aktiven Rezeptorvarianten des gp130 sollten die 
membranproximalen Domänen des Rezeptors weiter untersucht werden. Dies kann auch für andere 
Rezeptoren mit membranproximalen FN-III Domänen wie LIFR, OSMR, IL-12R, Leptin-R, GCSFR 
Diskussion   87
 
gelten. 
 
 
 
 
 
Rezeptor 
 
 
Bezeichnung 
 
 
Art der Mutation 
 
EPO-Rezeptor 
 
R129C 
E132C, E133C 
 
Punktmutation 
Punktmutation 
 
βc 
 
FI∆ 
HSV 
I374X* 
W358N, L356N  
∆QP,∆H 
 
* X steht für die AS: N oder D Q F 
 
37 AS Duplikation 
11 AS eingeführt 
Punktmutation 
Punktmutation 
Deletionsmutanten 
 
TPO-Rezeptor 
 
v-Mpl 
(R117C) 
S368C, S369C 
 
retrovirales Fusionsprotein 
Punktmutation 
Punktmutation 
 
Prolaktin-Rezeptor 
 
∆178 
∆S2 
 
Deletionsmutante 
Deletionsmutante 
 
Tab. 3 Zusammenstellung konstitutiv aktiver Zytokinrezeptormutanten  
Die Tabelle zeigt eine Zusammenstellung der konstitutiv aktiven Rezeptoren der Zytokinrezeptorfamilie. Die Art der 
Mutation ist in der rechten Spalte angegeben.  
 
 
 
  
Abschließend soll noch auf den Mechanismus der Zytokinrezeptoraktivierung eingegangen werden. 
Wie wird gp130 aktiviert? 
Unter Zusammennahme aller Daten über die membranproximalen Domänen des gp130 ergibt sich ein 
Bild der Rezeptoraktivierung, das sich vom Mechanismus einfacher Zytokinrezeptoren wie dem GHR 
oder dem EpoR unterscheidet. Die linke Spalte der Abb. 32 zeigt schematisch die Aktivierung dieser 
Zytokinrezeptoren. Beispielhaft verdeutlicht die gelöste Struktur des Komplexes aus GH/GHR den 
Mechanismus (de Vos et al., 1992). Ein Molekül des GH bindet mit seiner site I und site II an zwei 
Rezeptoren. Aus dieser Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor entsteht ein großer Teil der 
Dimerisierungsenergie, die in einem gewissen Maß durch Interaktionen der beiden Rezeptorketten 
verstärkt wird.  
Im Falle des gp130 kristallisiert sich eine funktionelle Zweiteilung der Rezeptorkette heraus. Während 
der membrandistale Anteil des Rezeptors für die Bindung des Liganden verantwortlich ist (D1-D3), 
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übernimmt der membranproximale Teil die Rolle als Vermittler der Rezeptoraktivierung (D4-D6). In 
seiner Gesamtheit gewährleistet der intakte Rezeptor einen Schutz vor ungezielter Aktivierung. Die 
mittlere Spalte der Abb. 32 zeigt ein Modell der gp130-Rezeptoraktivierung, das durch die 
gesammelten Daten gestützt wird. Hierbei kann erst nach asymmetrischer Bindung des Liganden an 
das CBM und die Ig-ähnliche Domäne eine Einstellung der beiden gp130-Moleküle erreicht werden, 
die eine Aktivierung des Rezeptors erlaubt. Die Domäne D5 versetzt den Rezeptor in die Lage, die 
zytoplasmatischen Anteile in eine Konformation zu bringen, durch die eine Aktivierung erzielt wird. 
Eine derartige Einstellung ist nicht mehr gegeben, wenn die 5. Domäne deletiert ist, obwohl die 
Ligandenbindung unbeeinflußt ist (Abb. 32, rechte Spalte). Wird die deletierte Domäne durch die 
homologe Domäne des GCSFR ersetzt, kann in diesem Fall die funktionelle Lücke ausgeglichen 
werden, sogar derart, daß darüberhinaus ein konstitutiv aktiver Rezeptor entsteht. Das vorgeschlagene 
Modell sieht eine Interaktion der 5. Domänen zweier gp130 Moleküle vor. 
Für alle Mitglieder der Zytokinrezeptor-Familie, die über membranproximale FN-III Domänen 
verfügen, ist ein ähnlicher Mechanismus der Rezeptoraktivierung vorstellbar. Zur Gruppe dieser 
Rezeptoren gehören der LIFR, OSMR, IL-12R, Leptin-R sowie der GCSFR.   
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Abb. 32 Aktivierung von Zytokinrezeptoren 
Die Abbildung zeigt die mögliche Rezeptoraktivierung des gp130 im Vergleich zur Aktivierung einfacher 
Zytokinrezeptoren. Einfache Zytokinrezeptoren wie GHR oder EpoR (linke Spalte) erreichen durch Bindung des Liganden 
an das CBM eine aktive Konformation des Homodimers. Die hochaffine Bindung des Liganden an die Ig-ähnliche Domäne 
und das CBM des gp130 reicht demgegenüber nicht für die Ausbildung eines aktiven Komplexes aus. Eine definierte 
Einstellung der membranproximalen FN-III Domänen zueinander ist notwendig für die Signaltransduktion (mittlere Spalte). 
Im Falle von ∆5 (rechte Spalte) ist diese Ausrichtung nicht mehr gewährleistet. Das Schema hebt die Domäne D5 des gp130 
(gestreift) als zentrale Einheit hervor, die für ein koordiniertes Zusammenspiel der zytoplasmatischen Anteile der Rezeptoren 
für die Signaltransduktion notwendig ist.  
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5.3 Ausblick 
5.3.1 Ligandenbindung 
Das ligandenbindende Epitop im CBM des gp130 wurde für seine homodimerisierenden Liganden 
IL-6 und IL-11 kartiert. Die Rekrutierung dieser Bindungsstellen durch die kürzlich entdeckten 
Moleküle KSV-IL-6 und Rm-IL-6, die ebenfalls die Homodimerisierung von gp130 bewirken, könnte 
weitere Einblicke in die gemeinsame Nutzung von Bindungsepitopen an einem Rezeptor bringen. Zum 
weiteren Verständnis tragen Bindungsstudien der heterodimerisierenden Liganden LIF, OSM und 
CT-1 bei. Erste Hinweise auf Nutzung unterschiedlicher Bindungsepitope am gp130 ergaben sich 
durch den Einsatz antagonistisch wirkender Antikörper im Bereich der membrandistalen Domänen, 
die spezifisch nur die biologische Aktivität einzelner IL-6-Typ Zytokine inhibieren konnten (Wijdenes 
et al., 1995).  Definierte Unterschiede gegenüber IL-6 und IL-11 konnten für LIF und OSM mit 
einigen der Punktmutanten bereits aufgezeigt werden (Timmermann et al., 2000; Olivier et al., 2000).  
Die Kenntnis verschiedener Rezeptorbindungsepitope ermöglicht den gezielten Einsatz spezifischer 
blockierender Substanzen am Rezeptor. Durch Anwendung solcher Moleküle kann die biologische 
Antwort auf einzelne Zytokine ausgeschaltet werden, ohne die Nutzung des Rezeptors vollständig zu 
zerstören, was im Falle des gp130 fatale Folgen hätte. Möglicherweise kann somit ein 
Krankheitsverlauf, in den IL-6-Typ Zytokine involviert sind, modifiziert werden. 
Die Zuordnung der Domäne D1 zum ligandenbindenen Komplex bietet die Möglichkeit, das 
Bindungsepitop durch Mutagenese einzelner Aminosäuren näher zu definieren.  
 
 
5.3.2 Rezeptoraktivierung 
 
Die Studien zur Rezeptoraktivierung des gp130 zeigen, daß die drei membranproximalen Domänen 
wichtige Bindeglieder zwischen Ligandenbindung und Signaltransduktion sind. Die Daten lassen die 
Vermutung zu, daß diese Domänen ein aktives Dimerisierungszentrum des Rezeptors beinhalten. Um 
diesen Bereich evtl. auf eine der Domänen festlegen zu können, muß ein Dimerisierungsassay etabliert 
werden. Für gp130 konnte bereits gezeigt werden, daß die Dimerisierung über die Ausbildung 
intermolekularer Disulfidbrücken stattfindet (Murakami et al., 1993). Mit Hilfe der vorliegenden 
Deletionsmutanten ∆4, ∆5 und ∆6 sollte in Kopräzipitationsexperimenten aus Lysaten stimulierter 
Zellen eine Aussage zur dimerisierenden Domäne gemacht werden können. Unter nicht reduzierenden 
Bedingungen könnte in einem Fall der Nachweis eines gp130 Dimers ausbleiben. Eine weitere 
Möglichkeit, die Rezeptordimerisierung zu untersuchen, bietet die Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfer Technik (FRET) (Damjanovich et al., 1997). Hierbei können die gp130 Moleküle zunächst 
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an fluoreszierende Proteine (Varianten des green fluorescent protein (GFP)) gekoppelt werden. Ergibt 
sich eine räumliche Annäherung zweier unterschiedlich fluoreszierender Proteine, ändert sich die 
emittierte Fluoreszenz durch strahlungslose Energieübergänge. Auf diese Weise könnte die 
Dimerisierung von gp130-Molekülen nachgewiesen werden, mit Einsatz der Deletionsmutanten kann 
auch die Eingrenzung der Dimerisierungsdomäne erfolgen. Der Einsatz dieser Technik ermöglicht die 
Betrachtung lebender Zellen und kann weiteren Einblick in die Aktivierung von Zytokinrezeptoren 
geben. 
 
Im Verlauf der Diskussion wurde auf die mögliche Schutzfunktionen eines Rezeptors gegen 
ungewollte Aktivierung eingegangen. Zwei weitere gp130-Mutanten können zum Verständnis der 
kontrollierten Rezeptoraktivierung beitragen: 1) Durch Einbringen der 5. Domäne des gp130 an die 
entsprechende Stelle des GCSFR kann eine entscheidende Aussage über die Funktionalität dieser 
Domäne getroffen werden. Ist der neue Rezeptor ebenfalls konstitutiv aktiv, scheint diese Domäne ein 
intrinsisches Potential zur Aktivierung zu besitzen, das im Wildtyp Rezeptor bis zur Ligandenbindung 
unterdrückt wird. Ein konformativer Schutzmechanismus  vor Liganden-unabhängiger Aktivierung 
wird auch bei der EPOR-Signaltransduktion diskutiert (Livnah et al., 1999; Remy et al., 1999). 2) Wie 
verhält sich ein Rezeptor, der lediglich der aus der 5. Domäne des gp130, seinem transmembranären 
und zytoplasmatischen Teil besteht? Fehlen ihm möglicherweise die Schutzvorrichtungen vor 
Liganden-unabhängiger Aktivierung? 
 
Die in COS-7 Zellen konstitutiv aktive Rezeptorvariante D5-GCSFR ließ sich nicht stabil in Ba/F3 
Zellen integrieren. 
Eine Erklärung hierfür ist die fehlende Fähigkeit der Zelle, über einen längeren Zeitraum ein 
permanent aktives Signal durch den Rezeptor gp130 zu tolerieren. Die COS-7 Zellen werden lediglich 
über einen Zeitraum von maximal drei Tagen nach Transfektion kultiviert, für die Anzucht eines 
Zellklons, der das Konstrukt stabil ins Genom integriert, müssen die Zellen über mindestens drei 
Wochen behandelt werden. Um das Verhalten der Zellen auf den konstitutiv aktiven Rezeptor testen 
zu können, müsste ein System etabliert werden, in dem der Rezeptor D5-GCSFR gezielt induzierbar 
ist. 
Hierzu wäre das tet-on & tet-off Genexpressions-System geeignet. In einer ersten stabilen Transfektion 
von Ba/F3 Zellen wird zunächst ein Plasmid integriert, das als Tetrazyklin-kontrollierter 
Transaktivator fungiert. Im nächsten Schritt wird ein so erzeugter Zellklon mit einem Vektor 
transfiziert, der der Sequenz des D5-GCSFR vorgeschaltet ein tet-responsives Element enthält. Nun 
kann gezielt über Zugabe von Tetrazyklin zum Zellmedium über den Transaktivator die Expression 
des Rezeptors dosisabhängig induziert werden. Für eine schnelle Integration der cDNA des Rezeptors 
ist auch eine retrovirale Transfektion geeignet. Auch in vivo Studien mit konstitutiv aktiven 
Rezeptorvarianten sind von Bedeutung für die Aufklärung komplexer pathogenetischer 
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Zusammenhänge des Zelltods oder auch der ungesteuerten Proliferation von Zellen. Zu diesem Zweck 
ist eine transgene Maus geeignet, in deren Genom die cDNA für den Rezeptor D5-GCSFR integriert 
ist. So können die Konsequenzen fehlgesteuerter Prozesse der gp130-Signaltransduktion weiter 
untersucht werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Zusammenfassung   93
 
6 Zusammenfassung 
Das Glycoprotein 130 ist als ein Transmembranrezeptor auf der Oberfläche vieler Zellen zu finden. Es 
bildet die zentrale Einheit für die Signaltransduktion der Familie von IL-6-Typ Zytokinen, über die 
eine Vielzahl biologischer Antworten initiiert wird. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die 
Ligandenbindung und Aktivierung des gp130 näher zu charakterisieren: 
 
• Für die Ligandenbindung des gp130-Homodimers werden im Gegensatz zu Rezeptoren mit 
einfacher Domänenarchitektur der Extrazellulärregion zwei verschiedene Bindungsepitope 
benötigt. In Übereinstimmung mit den einfachen Zytokinrezeptoren gibt es eine 
Kontaktregion im CBM des Rezeptors. Am gp130 sind für diesen Kontakt Aminosäurereste 
verantwortlich, die sich an exakt der gleichen Position im Rezeptor befinden, wie für den 
Wachstumshormonrezeptor, der zur Klasse der einfachen Zytokinrezeptoren gehört. 
• Für gp130 existiert eine weitere Kontaktregion im Komplex mit den homodimerisierenden 
Liganden, die sich in der Ig-ähnlichen Domäne des Rezeptors befindet. Der Rezeptorkomplex 
von IL-6/IL-6R und IL-11/IL-11R mit gp130 bildet somit ein asymmetrisches Dimer aus. 
• Die drei membranproximalen Domänen des gp130 vermitteln die Aktivierung des Rezeptors. 
Durch Deletion von D4 und D6 des gp130 ist wahrscheinlich eine Konformationsänderung im 
verkürzten Rezeptor dafür verantwortlich, daß auf der Zelloberfläche eine volle 
Bindungskapazität verhindert wird. Es zeigt sich, daß die Deletion der 5. Domäne ohne 
jeglichen Einfluß auf die Zytokinbindung ist. 
• Jede einzelne der Domänen D4, D5 und D6 ist unverzichtbar für die Aktivierung des 
Rezeptors durch Zytokine. Ein zytokinunabhängiger Aktivierungsmechanismus, wie die 
Stimulation eines Rezeptors durch agonistische Antikörper, bewirkt eine partielle Aktivierung 
des Rezeptors bei Verlust der 4. und der 6. Domäne. Die Domäne  D5 bleibt jedoch auch hier 
absolut notwendig für die Rezeptoraktivierung. 
• Die herausragende Position der 5. Domäne von gp130 für die Rezeptoraktivierung wird durch 
einen Austausch gegen die entsprechende Domäne des GCSF-Rezeptors verdeutlicht. Durch 
diesen Austausch entsteht ein zelltypspezifisch konstitutiv aktiver Rezeptor. Ein 
entsprechender Austausch der Domänen 4 und 6 führt zu vollkommen inaktiven Rezeptoren. 
Die Daten untermauern eine spezifische Rolle der Domäne 5 des gp130 im Mechanismus der 
Rezeptoraktivierung. 
• In der Gesamtheit der Ergebnisse kristallisiert sich eine funktionelle Zweiteilung des 
Rezeptors in einen ligandenbindenden und einen rezeptoraktivierenden Bereich heraus. 
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8 Anhang 
 
Sequenz des humanen gp130 
 
 
1/1 
atg ttg acg ttg cag act tgg gta gtg caa gcc ttg ttt att ttc ctc acc act gaa tct 
MET LEU THR LEU GLN THR TRP VAL VAL GLN ALA LEU PHE ILE PHE LEU THR THR 
GLU SER 
 
61/21                                       D1 Anfang 
aca ggt gaa ctt cta gat cca tgt ggt tat atc agt cct gaa tct cca gtt gta caa ctt   
THR GLY glu leu leu asp pro cys gly tyr ile ser pro glu ser pro val val gln leu    
 
121/41 
cat tct aat ttc act gca gtt tgt gtg cta aag gaa aaa tgt atg gat tat ttt cat gta   
his ser asn phe thr ala val cys val leu lys glu lys cys met asp tyr phe his val    
 
181/61 
aat gct aat tac att gtc tgg aaa aca aac cat ttt act att cct aag gag caa tat act   
asn ala asn tyr ile val trp lys thr asn his phe thr ile pro lys glu gln tyr thr    
 
241/81 
atc ata aac aga aca gca tcc agt gtc acc ttt aca gat ata gct tca tta aat att cag   
ile ile asn arg thr ala ser ser val thr phe thr asp ile ala ser leu asn ile gln   
 
301/101 
ctc act tgc aac att ctt aca ttc gga cag ctt gaa cag aat gtt tat gga atc aca ata   
leu thr cys asn ile leu thr phe gly gln leu glu gln asn val tyr gly ile thr ile   
 
361/121                D2 Anfang 
att tca ggc ttg cct cca gaa aaa cct aaa aat ttg agt tgc att gtg aac gag ggg aag   
ile ser gly leu pro pro glu lys pro lys asn leu ser cys ile val asn glu gly lys   
 
 
 
 
421/141 
aaa atg agg tgt gag tgg gat ggt gga agg gaa aca cac ttg gag aca aac ttc act tta   
lys met arg cys glu trp asp gly gly arg glu thr his leu glu thr asn phe thr leu   
 
481/161 
aaa tct gaa tgg gca aca cac aag ttt gct gat tgc aaa gca aaa cgt gac acc ccc acc   
lys ser glu trp ala thr his lys phe ala asp cys lys ala lys arg asp thr pro thr   
 
541/181 
tca tgc act gtt gat tat tct act gtg tat ttt gtc aac att gaa gtc tgg gta gaa gca   
ser cys thr val asp tyr ser thr val tyr phe val asn ile glu val trp val glu ala   
 
601/201                                                                  
gag aat gcc ctt ggg aag gtt aca tca gat cat atc aat ttt gat cct gta tat aaa gtg   
glu asn ala leu gly lys val thr ser asp his ile asn phe asp pro val tyr lys val   
 
                          D3 Anfang 
aag ccc aat ccg cca cat aat tta tca gtg atc aac tca gag gaa ctg tct agt atc tta   
lys pro asn pro pro his asn leu ser val ile asn ser glu glu leu ser ser ile leu   
 
721/241 
aaa ttg aca tgg acc aac cca agt att aag agt gtt ata ata cta aaa tat aac att caa   
lys leu thr trp thr asn pro ser ile lys ser val ile ile leu lys tyr asn ile gln   
 
781/261 
tat agg acc aaa gat gcc tca act tgg agc cag att cct cct gaa gac aca gca tcc acc   
tyr arg thr lys asp ala ser thr trp ser gln ile pro pro glu asp thr ala ser thr   
 
841/281 
cga tct tca ttc act gtc caa gac ctt aaa cct ttt aca gaa tat gtg ttt agg att cgc   
arg ser ser phe thr val gln asp leu lys pro phe thr glu tyr val phe arg ile arg   
 
901/301                                                                       
tgt atg aag gaa gat ggt aag gga tac tgg agt gac tgg agt gaa gaa gca agt ggg atc   
cys met lys glu asp gly lys gly tyr trp ser asp trp ser glu glu ala ser gly ile   
 
 
 
 
961/321        D4 Anfang 
acc tat gaa gat aga cca tct aaa gca cca agt ttc tgg tat aaa ata gat cca tcc cat  
thr tyr glu asp arg pro ser lys ala pro ser phe trp tyr lys ile asp pro ser his   
 
1021/341 
act caa ggc tac aga act gta caa ctc gtg tgg aag aca ttg cct cct ttt gaa gcc aat  
thr gln gly tyr arg thr val gln leu val trp lys thr leu pro pro phe glu ala asn   
 
1081/361 
gga aaa atc ttg gat tat gaa gtg act ctc aca aga tgg aaa tca cat tta caa aat tac  
gly lys ile leu asp tyr glu val thr leu thr arg trp lys ser his leu gln asn tyr   
 
1141/381 
aca gtt aat gcc aca aaa ctg aca gta aat ctc aca aat gat cgc tat cta gca acc cta  
thr val asn ala thr lys leu thr val asn leu thr asn asp arg tyr leu ala thr leu   
 
1201/401                                                                    
aca gta aga aat ctt gtt ggc aaa tca gat gca gct gtt tta act atc cct gcc tgt gac  
thr val arg asn leu val gly lys ser asp ala ala val leu thr ile pro ala cys asp   
 
1261/421       D5 Anfang 
ttt caa gct act cac cct gta atg gat ctt aaa gca ttc ccc aaa gat aac atg ctt tgg  
phe gln ala thr his pro val met asp leu lys ala phe pro lys asp asn met leu trp   
 
1321/441 
gtg gaa tgg act act cca agg gaa tct gta aag aaa tat ata ctt gag tgg tgt gtg tta  
val glu trp thr thr pro arg glu ser val lys lys tyr ile leu glu trp cys val leu   
 
1381/461 
tca gat aaa gca ccc tgt atc aca gac tgg caa caa gaa gat ggt acc gtg cat cgc acc  
ser asp lys ala pro cys ile thr asp trp gln gln glu asp gly thr val his arg thr   
 
1441/481 
tat tta aga ggg aac tta gca gag agc aaa tgc tat ttg ata aca gtt act cca gta tat  
tyr leu arg gly asn leu ala glu ser lys cys tyr leu ile thr val thr pro val tyr   
 
 
 
 
1501/501                                                                        D6 Anfang 
gct gat gga cca gga agc cct gaa tcc ata aag gca tac ctt aaa caa gct cca cct tcc  
ala asp gly pro gly ser pro glu ser ile lys ala tyr leu lys gln ala pro pro ser   
 
1561/521 
aaa gga cct act gtt cgg aca aaa aaa gta ggg aaa aac gaa gct gtc tta gag tgg gac  
lys gly pro thr val arg thr lys lys val gly lys asn glu ala val leu glu trp asp   
 
1621/541 
caa ctt cct gtt gat gtt cag aat gga ttt atc aga aat tat act ata ttt tat aga acc  
gln leu pro val asp val gln asn gly phe ile arg asn tyr thr ile phe tyr arg thr   
 
1681/561 
atc att gga aat gaa act gct gtg aat gtg gat tct tcc cac aca gaa tat aca ttg tcc  
ile ile gly asn glu thr ala val asn val asp ser ser his thr glu tyr thr leu ser   
 
1741/581 
tct ttg act agt gac aca ttg tac atg gta cga atg gca gca tac aca gat gaa ggt ggg  
ser leu thr ser asp thr leu tyr met val arg met ala ala tyr thr asp glu gly gly   
  
1801/601                                                            D6 Ende 
aag gat ggt cca gaa ttc act ttt act acc cca aag ttt gct caa gga gaa att gaa gcc  
lys asp gly pro glu phe thr phe thr thr pro lys phe ala gln gly glu ile glu ala   
 
1861/621 
ata gtc gtg cct gtt tgc tta gca ttc cta ttg aca act ctt ctg gga gtg ctg ttc tgc  
ile val val pro val cys leu ala phe leu leu thr thr leu leu gly val leu phe cys   
 
1921/641 
ttt aat aag cga gac cta att aaa aaa cac atc tgg cct aat gtt cca gat cct tca aag  
phe asn lys arg asp leu ile lys lys his ile trp pro asn val pro asp pro ser lys   
1981/661 
agt cat att gcc cag tgg tca cct cac act cct cca agg cac aat ttt aat tca aaa gat  
ser his ile ala gln trp ser pro his thr pro pro arg his asn phe asn ser lys asp   
 
 
 
 
 
2041/681 
caa atg tat tca gat ggc aat ttc act gat gta agt gtt gtg gaa ata gaa gca aat gac  
gln met tyr ser asp gly asn phe thr asp val ser val val glu ile glu ala asn asp   
 
2101/701 
aaa aag cct ttt cca gaa gat ctg aaa tca ttg gac ctg ttc aaa aag gaa aaa att aat  
lys lys pro phe pro glu asp leu lys ser leu asp leu phe lys lys glu lys ile asn   
 
2161/721 
act gaa gga cac agc agt ggt att ggg ggg tct tca tgc atg tca tct tct agg cca agc  
thr glu gly his ser ser gly ile gly gly ser ser cys met ser ser ser arg pro ser   
 
2221/741 
att tct agc agt gat gaa aat gaa tct tca caa aac act tcg agc act gtc cag tat tct  
ile ser ser ser asp glu asn glu ser ser gln asn thr ser ser thr val gln tyr ser   
 
2281/761 
acc gtg gta cac agt ggc tac aga cac caa gtt ccg tca gtc caa gtc ttc tca aga tcc  
thr val val his ser gly tyr arg his gln val pro ser val gln val phe ser arg ser   
 
2341/781 
gag tct acc cag ccc ttg tta gat tca gag gag cgg cca gaa gat cta caa tta gta gat  
glu ser thr gln pro leu leu asp ser glu glu arg pro glu asp leu gln leu val asp   
 
2401/801 
cat gta gat ggc ggt gat ggt att ttg ccc agg caa cag tac ttc aaa cag aac tgc agt  
his val asp gly gly asp gly ile leu pro arg gln gln tyr phe lys gln asn cys ser   
 
2461/821 
cag cat gaa tcc agt cca gat att tca cat ttt gaa agg tca aag caa gtt tca tca gtc  
gln his glu ser ser pro asp ile ser his phe glu arg ser lys gln val ser ser val   
 
2521/841 
aat gag gaa gat ttt gtt aga ctt aaa cag cag att tca gat cat att tca caa tcc tgt  
asn glu glu asp phe val arg leu lys gln gln ile ser asp his ile ser gln ser cys   
 
 
 
 
2581/861 
gga tct ggg caa atg aaa atg ttt cag gaa gtt tct gca gca gat gct ttt ggt cca ggt  
gly ser gly gln met lys met phe gln glu val ser ala ala asp ala phe gly pro gly   
 
2641/881 
act gag gga caa gta gaa aga ttt gaa aca gtt ggc atg gag gct gcg act gat gaa ggc  
thr glu gly gln val glu arg phe glu thr val gly met glu ala ala thr asp glu gly   
2701/901 
atg cct aaa agt tac tta cca cag act gta cgg caa ggc ggc tac atg cct cag tga  
met pro lys ser tyr leu pro gln thr val arg gln gly gly tyr met pro gln  *        
 
 
 
Die Domänengrenzen sind nach (Hibi et al., 1990) angegeben, die Transmembranregion ist 
unterstrichen 
 
Die Aminosäurereste, die punktmutiert wurden (Bindung und Cysteinaustausch), sind grau 
unterlegt ( ------ ). 
 
Die Grenzen der Deletionsmutanten und der Rezeptorchimären sind den Kapiteln 3.4.3 und 3.4.4 
(Material & Methoden) zu entnehmen. 
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